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VI
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Sindénimo de viejo, senecto, adulto mayor, tercera edad.
Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de otras
moléculas, neutralizando las reacciones de oxidacion que
producen los radicales libres, liberando electrones, quitando
radicales intermediarios. Son a menudo agentes reductores
tales como tioles o polifenoles.

Son las enfermedades cronico metabdlicas, hemodinamicas y
reumatolégicas que presentan los pacientes, ademas de la
patologia a analizar, como son la diabetes mellitus,
hipertension arterial sistémica, dislipidemia, hipotiroidismo,
osteoartrosis, osteoporosis, etc.

Lugar en donde se reunen cierto numero de ancianos
derechohabientes localizado en el Hospital Central Norte de
Pemex, cuyas actividades son la prevencidon primaria,
proteccion especifica, actividades ocupacionales y recreativas,
con el objetivo de mejorar la calidad de vida.

Del inglés “cAMP response element-binding”; proteina que
actla como factor de transcripcibn. Se une a secuencias
de ADN llamadas "elementos de respuesta a AMPc", mediante
los cuales aumenta o disminuye la transcripcion “corriente
abajo" (downstream) regulada por estos genes.

Familiar responsable y encargado en el cuidado del Anciano,
el cual esta capacitado para cumplir con las indicaciones
meédicas al pie de la letra.

Disminucion del funcionamiento intelectual respecto a un nivel
previo de ejecucion que no interfiere en la capacidad funcional

de la persona; siendo un estado limite o de transicién entre el
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Reactivas de
Oxigeno
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Tomografia
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computada

Poliglobulia

Radicales libres

envejecimiento normal y demencia.

Acronimo del inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”;
es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
una enzima capaz de generar un producto detectable a travées
del cambio de color y determinado por espectrofotometria.
Desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio
resultante.

Término que se aplica colectivamente a los radicales libres
derivados del oxigeno.

Enzima metaloproteasa de membrana neuronal dependiente
de zinc, regulada por la proteina nicastrin, un componente del
complejo “y” secretasa que lleva a cabo el procesamiento de la
proteina precursora amiloidea.

Del griego tomos que significa “corte o seccién”; grafia que
significa “representacion grafica”; axial significa "relativo al
eje". Técnica de diagnéstico utilizada en medicina, por medio
de la obtencion de imagenes de cortes o secciones del cuerpo
humano, obteniendo cortes transversales a lo largo de una
region concreta.

Concentracién de eritrocitos superiores a 6 millones/mm?® o
una elevacion proporcional del hematocrito mayor a 55%.

Son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado por lo que son muy reactivos ya que tienden a
robar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar

su estabilidad electroquimica
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RESUMEN

El deterioro cognitivo leve (DCL) es una etapa entre el deterioro cognitivo del
envejecimiento normal y la enfermedad demencial, sin incapacidad funcional; para
su tratamiento se ha empleado Ginkgo biloba (Gb), un neuroprotector que bloquea
la apoptosis, pero no se ha descrito su efecto sobre los factores asociados a DCL

en pacientes ancianos mexicanos.

Objetivo. Evaluar el efecto de Gb sobre la relacion  amiloide 42/40 en plasma,
factores de riesgo, biomarcadores de estrés oxidativo y cambios morfolégicos

cerebrales en Ancianos con DCL.

Métodos. El estudio es experimental con Gb, comparativo con placebo; ciego
simple. Se incluyeron ancianos mayores de 70 afios de edad sin y con diagndstico
de DCL. Las variables analizadas a tiempo 0 y 4 meses pos-tratamiento fueron a)
B-Amiloide 42/40, b) Estrés Oxidativo (EO), c) Sindrome metabdlico (SM), y d)
Analisis tomografico: atrofia cortical y aterosclerosis

Resultados. Los pacientes con DCL tienen bajo grado de escolaridad; en
cuanto al SM y resistencia a la insulina (RI) fueron mayores comparados con la
media nacional y no se modificaron con el tratamiento, al igual que el EO.
Posterior al tratamiento con Gb, se observo una clara tendencia a la disminucion
del AB 42 y su relacion AR 42/40, en comparacion con el grupo placebo;
correlacionandolo con una mejoria cognitiva, principalmente en el area de la

memoria de codificacion.

Conclusiones. Gb mejoro la cognicion global, teniendo un efecto positivo sobre

la memoria; pero no reduce el estrés oxidativo ni el sindrome metabdlico.



ABSTRACT

Mild cognitive impairment (MCI) is a stage between the cognitive impairment in
normal aging and demential illness, without functional disability; for treatment that
has been used Ginkgo biloba (Gb) that acts as a neuroprotective by blocking the
apoptosis, at level cerebral cortex, but which have not been described in detail in
Mexican patients. This study examines whether Gb improves plasma biomarkers
and imaging in elderly with MCI.

The objective of this study was to evaluate effect of Gb on 42/40 AP ratio in
plasma, risk factors, oxidative stress biomarkers and brain morphological changes

in Mexican elderly.

Methods. Is an experimental study with Gb, placebo controlled, single-blind and
preliminary pilot. Included elderly over 70 years old diagnosed with MCI. The
variables analyzed at 0 and 4 months after treatment were: a) Amiloid 3 42/40, b)
Oxidative Stress (OS), c) Metabolic syndrome (MS) and d) tomographic analysis:

cortical atrophy, and atherosclerosis.

Results. We identified that patients whit DCL had low levels of schooling; the
proportion, while MS and insulin resistance (IR) were higher compared with
national average and didnt change with Gb, as well as the EO. After treatment
with Gb, there was a clear tendency to decrease AB 42 and AR 42/40 ratio,
compared with the placebo group; correlated with a cognitive improvement, mainly

in the area of memory encoding.

Conclusions. Gb improved global cognition, having a positive effect on memory.
On the other hand, Gb does not reduce EO and SM.



20

MARCO TEORICO

1.1. Deterioro Cognitivo Leve

1.1.1. Definicion

El deterioro cognitivo leve (DCL) se define como la disminucién del
funcionamiento intelectual respecto a un nivel previo de ejecucion, mismo que no
interfiere en la capacidad funcional instrumentada de la persona; siendo un estado
limite o de transicion entre el envejecimiento normal y la demencia (Gauthier,
2006; Gutiérrez, 2005).

1.1.2. Epidemiologia

El deterioro cognitivo tiene una prevalencia del 16 al 19% en ancianos mayores
de 70 afos. Estudios longitudinales demostraron un rango de progresion de DCL
hacia la demencia degenerativa de un 10 a 15 % por afio, siendo este rango de
progresion en la poblacion normal de ancianos del 1-2% anual. Especificamente
en México hay aproximadamente ocho millones de ancianos de los cuales, el 9%
cursa con deterioro cognitivo (D"Hyver, 2009).

En el curso de 4 afos, la progresion del DCL a Enfermedad de Alzheimer (EA),
alcanza un 50 % de probabilidad (Figura 1); aunque no todas las personas que
padecen DCL progresan hacia un proceso de demencia degenerativa (Petersen y
otros, 1999; Flicker, 1991).

La EA se inicia probablemente 20 6 30 afios antes del inicio de la
sintomatologia, llamandose fase preclinica, cuyo primer sintoma consiste por lo
general en una afectacion de la memoria episddica. Esta primera fase preclinica
de la enfermedad sin demencia se conoce habitualmente como la fase de DCL.

La importancia de la EA es que es la forma mas frecuente de demencia en el
anciano y afecta al 20% de las personas de edad superior a 80 afos. Se trata de
un trastorno degenerativo, de caracter progresivo y hasta ahora, incurable, que
condiciona un deterioro cognitivo y funcional grave de la persona afectada, con
repercusiones sociales, econdémicas y de salud para los cuidadores (Carrasco,

2009). En Europa la EA se ha convertido en un problema social y sanitario de
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primera magnitud (Wimo, 2006).

100% Deterioro Cognitivo Leve
A 60% Probable EA
20%)]
— EA diagnodsticado
0%
., N 2 anos 4 anos 6 afos
Funcion Cognitiva Tiempo de Evolucion

Figura 1.- Evolucion de la funcién cognitiva de lo normal hacia la EA en
personas con causas o factores de riesgo para el deterioro cognitivo (Kelley and
Petersen, 2007).

1.1.3. Diagnéstico

El DCL implica cambios cerebrales, principalmente de tipo funcional, como
enlentecimiento sensoriomotor, que repercute en el rendimiento de pruebas que
evallan la inteligencia fluida (innata) y el rendimiento de la memoria de hechos
recientes; por lo que el diagndstico se basa en criterios clinicos que permiten una
aproximacion diagndstica “de probabilidad” una vez que se han descartado otras
causas metabolicas, vasculares o estructurales (Serrano, 1998).

A pesar de que en la ultima década se han realizado grandes esfuerzos para
identificar signos clinicos, neuropatologicos, bioquimicos y genéticos que
permitieran establecer el diagndstico oportuno de la EA en la fase de DCL, en la
actualidad no existe un meétodo no clinico (biomolecular) que permita el

diagnéstico de la enfermedad en esta fase y que determine cudles casos
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evolucionaran hacia la presentacion de un sindrome demencial (Nestor, 2009).
1.1.3.1. Criterios de Petersen
Por lo que para el diagndstico se ha establecido por consenso la alteracion en
la memoria con o sin alguna de las otras facultades cognitivas, durante un periodo

superior a 6 meses (Tabla 1).

Tabla 1: Funciones cognitivas evaluadas para el diagnostico de DCL
(Petersen and Cols. 2009)

Durante los ultimos 6 meses:
1.- Deterioro de la memoria reciente y/u otro dominio (menor de 1.5
desviacion estandar para la edad):
Orientacion
Atencion-concentracion
Lenguaje
Lectura-escritura
Actividades ejecutiva-conceptuales-motoras

2.- Deterioro cognoscitivo corroborado por familiar

3.- No repercusién en la vida diaria, solo existen dificultades en las

actividades complejas.

4.- Ausencia de criterios diagnéstico de demencia segun el DSM-IV TR.

1.1.3.2. Prueba de evaluacion clinica

Las pruebas cognitivas de cribado son las herramientas basicas que disponen
los médicos, por lo que su difusion resulta de gran interés para promover una
deteccién temprana y precisa del deterioro cognitivo. No obstante, la mayoria de
autores esta de acuerdo en que éstas no deberian sustituir a los estudios
cognitivos completos, y que una exploracién neuropsicolégica exhaustiva es

necesaria para un diagnéstico certero de deterioro cognitivo leve (Waldemar,
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2007).

El test minimental de Folstein (MMSE) o el de Blessed son probablemente las
pruebas mas comunmente usadas para demencia e incluyen pardmetros que
evallan diferentes funciones cognitivas. Son usados como indicadores de
deterioro cognitivo en general, aunque no son de gran ayuda para la deteccion y
seguimiento de DCL, debido a que no proporciona una desviacidn estandar
necesaria para su correcto diagnostico y seguimiento; propiciando un alto nimero
de falsos negativos.

El test de alteracion de memoria (T@M) es una nueva prueba para el DCL
amneésico y probablemente para la EA. Es breve, facil de administrar y de puntuar,
y discrimina entre sujetos ancianos sanos, con DCL y EA, pero, se encuentra en
proceso de validacion (Rami, 2009).

Existen otras pruebas como el Mini-Examen Cognoscitivo (MEC) de Lobo, Set-
test de Isaac, CAMCOG de Roth, Escala de Inteligencia de Wechsler (WAIS), test
del Dibujo del Reloj de Shulman, test Mental Abreviado de Hodkinson,
Cuestionario del Estado Mental (MSQ) de Kahn, Cuestionario Portatil Corto del
Estado Mental (SPMSQ) de Pfeiffer, Test del Informador, Escala de Blessed vy el
Cuestionario del Informante en el Declinar Cognitivo del Anciano (IQCODE) de
Jorm. Ninguna de estas son para evaluar el DCL debido a que no proporciona
medidas cuantitativas validas de diagndstico y seguimiento (lraizoz, 1999).

1.1.3.2.1. Neuropsi

En Latinoamérica fue necesario contar con pruebas neuropsicolégicas que
incluyan perfiles de ejecucién de la poblacién normal hispanohablante, debido a
que los factores socio-culturales son variables importantes cuando se ejecutan
estas pruebas. En México los Drs. Ostrosky y Ardilla, desarrollaron vy
estandarizaron la prueba “Neuropsi” desde 1991, sin embargo, es en 1999 cuando
evaluaron la confiabilidad y validez de la prueba en la poblacibn mexicana, con
una confiabilidad test-retest entre examinadores de 0.89 a 0.95; permitiendo
contar con indices confiables que pudiesen hacer un diagnéstico temprano y/o

predictivo de alteraciones cognitivas, principalmente el DCL (Tabla 2).
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Tabla 2. Areas que evalia el test de Neuropsi (Ostrosky y Cols. 1999).

a. Orientacion (tiempo, persona y espacio)

b. Atencidén y concentracion

c. Memoria de codificacion y evocacion

d. Lenguaje (oral y escrito)

e. Aspectos viso-espaciales y viso-perceptuales

f. Funciones ejecutivas

Un puntaje maximo total de 130 puntos es indicativo de que no existe alteracion
en alguna area cognitiva; mientras que el puntaje bajo, refleja una alteracion leve,
moderada o severa, extrapolado en graficas de desviacion estandar, tomando en
cuenta la edad y nivel de escolaridad (Ostrosky, 1999, 2007; Mejia, 2004).

1.2. Causas/Factores de Riesgo de deterioro cognitivo
La fisiopatogenia del deterioro cognitivo es diversa, aunque en general se
encuentran implicados mecanismos vasculares, degenerativos, metabdlicos,

traumaticos, genéticos, psiquiatricos y medicamentosos (Tabla 3).

Tabla 3.- Causas/Factores de riesgo y los mecanismos implicados en la

fisiopatogenia del deterioro cognitivo

Causas/Mecanismo Referencia

Menor nivel de estudio. Disminuye la plasticidad neuronal y o
_y Diniz, 2008
la neurotransmision

Tabaquismo. Favorece disfuncién endotelial y formacion de _
Whitmer, 2005

arteriosclerosis

Hipertension arterial sistémica. Factor de riesgo vascular _
Whitmer, 2005
cerebral.
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Diabetes mellitus tipo 2. Disfuncion endotelial.

Dislipidemia. Factor de riesgo vascular y de arteriosclerosis
sistémica y cerebral.

Obesidad. Aunado a la Resistencia a la Insulina, producen
disfuncion endotelial

Hipo/Hipertiroidismo. Alteracién del metabolismo neuronal.
Eventos vasculares cerebrales. Isquemia o necrosis
neuronal.

Trastornos del estado de &nimo. Disminucion de
acetilcolina e hipercortisolismo.

Medicamentos. Betabloqueadores y anticolinérgicos.
Traumas craneoencefalicos repetidos. Muerte neuronal
directa.

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica con poliglobulia.
Aumento de la viscosidad sanguinea y mala oxigenacion
tisular.

Estrés Oxidativo. Neurotoxicidad mediada por ERO a
lipidos de membranas y proteinas neuronales. Disminucion

de la defensa antioxidante.

Yaffe, 2009
Sanchez, 2011
Miquel, 2006

Yaffe, 2009
Scarmeas, 2001
Meguro, 2008

Monastero,
2009
Kelly, 2009

D Hyver, 2009

D Hyver, 2009

Padurariu, 2010

1.3. Biomarcadores de Neurodegeneracion

En la actualidad se estudian varias moléculas en fluidos biolégicos que facilitan

el diagnostico oportuno de las demencias. Estos biomarcadores deben tener

caracteristicas ideales para su consenso Yy reproducibilidad en poblaciones (Tabla

4) segun descrita por “The NIA initiative on neuroimaging in Alzheimer’s disease”

(Frank y cols, 2003).
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Tabla 4. Criterios actuales para un biomarcador adecuado de EA
(Song y Cols, 2009)

1. Demostrar la fisiopatologia fundamental de la EA y ser validada con
casos confirmados neuropatolégicamente.
2.- Tener una sensibilidad diagnostica > 85% para detectar EA y una

especificidad > 75% para distinguir entre otras demencias.

3.- Demostrar un efecto benéfico en la terapéutica modificadora de la

enfermedad.
4.- Ser fiable, reproducible, no invasivo, sencillo de realizar y de bajo costo.
5.- Ser confirmada por al menos dos estudios independientes realizados
por investigadores calificados con los resultados publicados en revistas

indexadas.

La presencia de estos biomarcadores va estrechamente relacionada con la
fisiopatogenia cerebral del DCL, siendo las principales caracteristicas de estos
sujetos la patologia neurofibrilar en el 16bulo temporal medio y la deposicion
amiloidea difusa en el neocortex, sin lograr encontrarse suficiente placas
neuriticas el cual constituye la EA (Petersen, 2008).

1.3.1. Liquido cefalorraquideo

Se han obtenido mediante las punciones lumbares, los marcadores bioquimicos
de neurodegeneracion (Abdi y cols, 2006; Selle y cols, 2005) en el liquido
cefalorraquideo como proteina tau total, proteina tau fosforilada, B amiloide
(O’Brien, 2004), neurofilamentos, genotipo Apo E alelo Epsilon 4 (Hansson y cols,
2006, Andreasen y cols, 2003; Stomrud y cols, 2007; de Jong Yy cols, 2007)
(Figura 2).
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Figura 2. Correlacién clinica y de los principales biomarcadores en la
degeneracion neuronal. La relacion  amiloide 42/40 tiene la mayor sensibilidad
(85%) y especificidad (90%) para el diagndstico de DCL; en cambio la proteina tau
total y fosforilada tiene una sensibilidad de 80% y una especificidad de 90% para
el diagnéstico de EA (Carrasco, 2009).

La presencia de placas amiloideas (extracelular) y ovillos neurofibrilares
(intracelular) cerebrales es caracteristica de demencia degenerativa, que indica
muerte neuronal (Figura 3). Estos péptidos son derivados del procesamiento
anormal de la proteina precursora de B-amiloide (APP) el cual se rompe mediante
la via no metabdlica de secretasas de tipo beta y gama, dando como resultado la
isoforma amiloide 42 hidrofobica, localizada en liquido cefalorraquideo (LCR),
cuyos efectos toxicos de los oligobmeros AR insolubles, estrés oxidativo y la
presencia de proteinas de inflamacion aguda, conducen a la cascada de
agregacion Amiloidea, provocando una agregacion anormal de Tau, alteracién en
la sinapsis del glutamato y oclusion vascular cerebral. Ademas, el AB estimula la

actividad de la caspasa 2, 3 y 12 debido a la sensibilizacion mitocondrial; altera
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directamente la expresion de receptores relacionados con la memoria,
permeabiliza las membranas lipidicas, e induce corrientes de calcio, produciendo
respuestas neuronales aberrantes a la estimulacion eléctrica, lo que resulta en
muerte neuronal y atrofia cerebral (Lou, 2002, Taguchi, 2008; Valls, 2010; Thali,
2008; Avagyan, 2009), sugiriendo su presencia la EA (Van Oijen, 2006).

y & '
s ~00P %,

: \) ~ - Ovillos Neurofibrilares
(Depsitos Intracel.)

Figura 3. Hipoétesis de Cascada. Cambios anatomicos y bioquimicos de la
demencia. Debido a la ruptura de la APP por accion de “B” y “y” secretasas, se
produce la isoforma AR 42 en forma de oligbmeros y fibrillas, el cual es
neurotdxico, propiciando hiperfosforilacion de Tau axonal y dendritas, alteracion
de la sinapsis glutamatérgicas, oclusion vascular, agregacién plaquetaria por el
colageno y otros agonistas, y activacion de MAPK; mediado por el estrés oxidativo
y la respuesta inflamatoria inmune (Tomboxano A2, IL2, TNFa); disminuyendo asi

la sinapsis neuronal (Thai, 2008).
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1.3.2. Proteina precursora amiloidea

Es una proteina de 770 aminoacidos (Figura 4 y 5) que se localiza
principalmente en las membranas neuronales de la corteza e hipocampo. Aun no
se conocen todos sus efectos, pero uno de ellos es el neurotréfico por la via de
las secretasas a (metabolismo no amiloideo) y la transmisién neuroquimica entre

los diferentes receptores neuronales (O’Brien JT, 2004; Stomrud E, 2007).

Péptido soflal Puntodo $0, Punlo de S0, Puntos de O-ghcesacion
- " 851
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Regltn rica en cisteina Reglin aniénica keI ]
DAH DAH DAH Colageno
W L ARl | coo
% 125 174 185 LI VARV I B T 73 762
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Figura 4. Proteina precursora amiloidea (APP). El metabolismo no amiloideo de
la APP esta dado por las secretasas a, mejorando su protedlisis mediante la
activacion de la Proteincinasa C, escindiendo los dominios AB y secretandolo en
dominios extracelulares largos y solubles llamados aAPPs. Ademas existen
metaloproteinasas desintegradoras (ADAMS) ancladas en las membranas
neuronales, produciendo escisiones en la APP en el sitio de divisién a (Colciaghi,
2004)
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Figura 5. Esquema del procesamiento del APP. Existen dos diferentes
proteasas que pueden escindir el APP en diferentes posiciones. Mientras que la a-
secretasa escinde dentro de la secuencia A liberando aAPP y un fragmento C83,
las “B”-secretasas generan BAPP y un fragmento C99 que contiene el N-terminal
de la AB. La siguiente escision de C83 y C99 por una “y’-secretasa, conduce a
fragmentos P3 y P6 solubles no toxicos, y a fragmentos AB y P6 respectivamente.
La liberacion de AB desencadena su degradacion proteolitica por varias proteasas
de membrana como la Neprilisina (Augustin, 2009).

1.3.3. Suero/Plasma

1.3.3.1. B- Amiloide 42

En plasma se han detectado anticuerpos anti-B-amiloide en sus isoformas 42 y
40 (Kudo y cols, 2007, Ertekin TN, 2007) acomplejado con IgM (Marcello A, 2009;
Marcello, 2009), con un valor normal de 9.3 + 4.8 pg/ml del AR 42 (Figura 6),
incrementandose hasta mas de 15.8 +6.5 pg/ml (Pomara, 2005) en estadios
iniciales del deterioro cognitivo, principalmente en mujeres (Assini, 2004;
Locascio, 2008, Blasko, 2008); sin ser secundarios a la ApoE ¢4, patdégenos 6

mutaciones en los genes conocidos, los cuales son la causa de EA autosOmica
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dominante (Pomara, 2005; Ertekin-Taner, 2008). Sin embargo, en la mayoria de
los estudios con pacientes con EA, el AB 40 plasmatico se ha encontrado dentro
de parametros normales, similares a la poblaciéon anciana sana (Carrasco, 2009),
con niveles de 165 + 32.5 pg/ml (Graff-Radford, 2007), aunque se han reportado
en algunos estudios bajos niveles de 89.2 + 17.4 pg/ml (Pomara, 2005; Ertekin-
Taner, 2008). Se ha observado que la isoforma 42 (Figura 6) es un factor de
riesgo para el desarrollo de EA en un lapso menor a 5 afios (Mayeux, 1999 y
2003; Pomara, 2005; IA, 2006; Marcello, 2009). La relacion AR 42/40 plasmética
tiene una sensibilidad mayor al 85% y una especificidad del 90% para el
diagnéstico de deterioro cognitivo degenerativo en sus estadios iniciales
(Carrasco, 2009), con un valor normal de 0.064 = 0.016 en ancianos menores de
70 aflos de edad (Graff-Radford, 2007), el cual se encuentra incrementada la

relacion en esta etapa (Hansson, 2009; Song, 2009).

[oNoRoN®) (@) A diente
Cerebro o Hrgradion
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Figura 6.- Hipotesis de salida del AR cerebral y la eficiencia catalitica del IgM.
La salida del AR cerebral esta relacionada con los receptores FCRn y LRP-1. La
hidrolisis de AR por el IgM periférico, aumenta la diferencia de concentracion AlR
cerebro-periférica, por lo tanto aumenta el flujo de salida de AB desde el cerebro.
La catdlisis del ligando IgM a la FcRp/a en el sitio luminal (sangre) en la barrera
hemato-encefélica acentua la diferencia de concentracion local (Taguchi y cols,
2008).

Se ha observado que la lipoproteina de baja densidad soluble relacionada a la
proteina-1 (sLRP), localizada en los capilares cerebrales, produce un aclaramiento

del AB 42 plasmatico por medio de su unién al receptor de la sLRP, el cual se
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desconoce si es eliminado por via renal o hepética (Sagare, 2007).

1.3.3.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y la capacidad de un sistema biolégico de
detoxificar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante
(Figura 7).

Catalase

NO l SOD /’ H,0 +%40;
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ROO

> Réaction de détoxification des ROS
—  » Réaction aboutissant & des ROS

ROH + H,0 + GSSG

Figura 7. Entorno reductor celular mantenido por reacciones de detoxificacion
de las EROs. Todas las células tienen un entorno reductor el cual es preservado
por enzimas que mantienen un constante aporte de energia metabdlica.
Desbalances en este estado normal redox pueden causar produccion de
peroxidos y radicales libres que dafian los componentes celulares (proteinas,
lipidos y ADN). El exceso de Cu’ y Fe” es perjudicial por el aumento de radicales
libres a través de la reaccién de Fenton. O, Anion superéxido, H,O,. peréxido de
hidrégeno, OH: radical hidroxilo, ROOH: hidroperéxido organico, RO+ y ROOe:
radicales organicos alcoxi- peroxi-, HOCI: acido hipocloroso, OONO": peroxinitrito,
SOD: superéxido dismutasa, GSSG: Glutatibn oxidado como dipéptido, GSH:
glutation reducido (Martinez CM, 2001)

Hay dos hipétesis que relacionan el estrés oxidativo periférico con la

neurodegeneracion. La primera sugiere que el estrés oxidativo inicialmente se
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desarrolla en la periferia con una variedad de posibles causas, resultando una
reduccion de los antioxidantes en el sistema nervioso central (SNC), finalmente se
produce el dafio oxidativo y la neurodegeneracion. La segunda propone que el
SNC es el lugar donde se inicia el estrés oxidativo, formandose varios productos
finales del metabolismo y transportandose a la periferia (Pratico, 2005; Song,
2009).

En modelos de animales se ha relacionado la sobreproduccion de AR per sé
con la lipoperoxidacién de las membranas neuronales y deterioro de la memoria
(Murray, 2005; Joshi, 2006; Uttara, 2009).

En el cerebro de personas con Alzheimer menores de 70 afios de edad se ha
encontrado productos de oxidacion de:

-Lipidos (malondialdehido, 4 hidroxinonenal, F2-idoprostanos) que producen
asimetria de la membrana fosfolipidica con la exposicion de residuos celulares en
su pared y la fagocitosis de estos por la microglia debido a la sobreexpresion de
los receptores de fosfatidilserina (Lovell, 2007; Maiese, 2010), siendo el mas
importante el MDA, esto es porque también se une con lisina provocando dafio a
las proteinas que mantienen la homeostasis de la neurona y neuroglia, como son
los neurofilamentos L, a-tubulina, proteina glial acida fibrilar, proteina | del
complejo reductasa c del citocromo-ubiquinol y las cadenas 3 de la ATP sintetasa
(Pamplona, 2005). En el suero de pacientes menores de 70 afios de edad con
DCL, se han encontrado niveles de MDA a 13 * 0.9 umol; el cual esta
significativamente incrementado a comparacion de pacientes sanos de esa misma
edad (8.3 = 0.4 umol) (Padurariu, 2010).

-Proteinas (carbonilos y nitrotirosina), en estudios in vitro o in vivo se ha
observado que los carbonilos dafian a la neurona intra o extracelularmente por
multiples procesos como el incremento en la oxidacibn de proteinas
mitocondriales, la oxidacion catalizada de metales (Torres, 2006) cuyo resultando
es el semialdehido glutdmico y aminoadipico, y la reaccién del grupo sulfidril de
cisteina con malondialdehido (Lipoperoxidacion); provocando insolubilidad del Ap

y su depésito en la placa, la fagocitosis por activacion de astrocitos, fosforilacion
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de la MAP-Tau, y estabilizaciéon de los ovillos neurofibrilares, produciendo la
apoptosis neuronal (Pamplona, 2005; Krautwald, 2010). Se han encontrado
niveles incrementados de carbonilos en el hipocampo, corteza frontal y parietal,
asociandose al deterioro cognitivo en el area de la memoria (Gemma, 2007).
Ademas, los carbonilos insaturados disminuyen la liberacion de neurotransmisores
en el bulbo presindptico y su reentrada neuronal, principalmente la dopamina
(Picklo, 2007; LoPachin, 2008). Estudios in vivo han demostrado niveles muy
contradictorios de nitrotirosina en el cerebro (Gemma, 2007). AlUn se no cuentan
con valores plasmaticos de referencia en este rango de edad ni para esta
patologia, aunque en un estudio realizado en personas sanas menores de 60
afios de edad, encontraron niveles aproximados de 0.58 + 0.20 umol carbonilos-
osazona/mg proteinas (Torres, 2006).

-ADN (8-hidroxi-2-desoxiguanosina) (Solfrizzi et al., 2006); aunque el dafio
oxidativo del ADN no es un biomarcador de diagnéstico eficaz para los pacientes
con EA (Pratico, 2005).

-Existe una disminucion de los niveles antioxidantes séricos del superoxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx). Este ultimo es el mas es afectado
en las enfermedades neurodegenerativas. La funcion del GPx junto con el
glutation reducido es actuar como un donante de electrones al hidroperdxido
organico (ROOH), formando 2 moléculas de agua, glutation oxidado como
dipéptido y un ROH (Figura 7). Adn se encuentran en estudio los grupos
sulfhidrilos como ataque directo oxidativo. (Padurariu, 2010).

1.3.3.3. Reactantes de fase aguda

Son potenciales biomarcadores que reflejan la fisiopatogenia del DCL,
principalmente la Proteina C Reactiva (PCR), siendo un indicador de
predisposicién a EA; incrementandose a partir de que el AR es depositado en la
neurona extracelular, lo que activa a los receptores Fc de la microglia (Taguchi,
2008) y astrocitos, lo que incrementa los niveles de IL-6, IL 18, TNF a; aunque se
han reportado niveles elevados aun antes del depdsito de AR o de la aparicion de

sintomas clinicos (Avagyan, 2009; Song, 2009; Locascio, 2008), debido a bajos
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niveles de adiponectina (hormona antidiabética y antiinflamatoria) en pacientes
obesos o diabéticos, que bloquean la MAP cinasa e incrementan la actividad del

NFkb y del RNAm del PCR, produciendo alteracién vascular (Devaraj, 2008).

1.4. Cambios Morfoldgicos cerebrales

Los cambios anatémicos cerebrales son importantes en el deterioro cognitivo,
en el que inicialmente se aprecia atrofia en las areas corticales temporales,
parietales y frontales, posteriormente en el hipocampo, amigdala, puente, ganglios
basales y cerebelo (Thai, 2008). Actualmente existen técnicas con alta
sensibilidad para detectar cambios morfolégicos minimos tales como la
resonancia magnética nuclear, espectroscopia por resonancia magnética, SPECT
(Single photon emission computed tomography), y PET (Positron emission
tomography) (Andreas, 2004; Carrasco 2009).

1.4.1. Tomografia Axial Computada

Es un estudio econdmico del que disponen la mayoria de los hospitales; no se
requiere medios de contraste, y a través de cortes transversales craneales
muestran regiones corticales, subcorticales, vasos cerebrales a nivel del poligono
de Willis y ventriculos laterales. La mayoria de los ancianos sin DCL presenta una
atrofia leve cortical sin alteraciones cognitivas, por lo que es necesaria una
adecuada valoracion clinica e imagenolégica para el diagndéstico y evolucion
(Carrasco, 2009). En pacientes ancianos de 75 afios de edad se aprecia que un
bajo grado de atrofia del I6bulo temporal se correlaciona con elevados niveles de
AB 42 (Leow, 2009).

La disminucion en la memoria de codificacion se ha relacionado con atrofia del
hipocampo, y cuando existe déficit de la memoria de evocacion se relaciona a la
atrofia cortical de predominio temporo-parietal; aunque se ha asociado la
hipoperfusion por arteriosclerosis vertebral con la atrofia temporal (Ries, 2008;
Nobilli, 2008).
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1.5. Tratamiento

Los tratamientos para el DCL incluyen la dieta (vitamina E, B y Omega 3),
farmacolégico (Dopenezilo, Rivastigmina, Galantamina) y rehabilitacion de
Memoria (atencion, categorizacion, seriacion, planificacion), sin ser alguno de
ellos el tratamiento de eleccién (Wei y cols, 2007; Gauthier, 2006). Asi mismo se
ha propuesto el uso de Ginkgo biloba en varios padecimientos, por su multiples
propiedades (Wei, 2007).

1.5.1. No Farmacoldgico

1.5.1.1. Rehabilitacion de Memoria

La rehabilitacion cognitiva o de memoria, es el principal tratamiento de los
pacientes con demencia, mediante un conjunto de procedimientos y técnicas que
tienen por objetivo alcanzar los maximos rendimientos intelectuales, la mejor
adaptacion familiar laboral y social. Teniendo como principal fundamento la
neuroplasticidad, mediante la adaptacion de su morfologia cerebral a diferentes
variaciones del entorno. Las técnicas y estrategias se agrupan en tres niveles: 1.
Restauracion (estimular y mejorar las funciones cognitivas alteradas), 2
Compensacion: (asumir la funcion alterada mediante el empleo de diferentes
mecanismos alternativos o habilidades preservadas), 3. Sustitucion (ensefiar
estrategias que minimicen los problemas resultantes). Desde el punto de vista
cognitivo, debe realizarse un reentrenamiento directo en las areas comprometidas:
memoria, atencion, ejecucién; mediante ejercicios de seriacién, orientacion,
calculo, internalizacibn de mnemotécnicas, confeccion de la autobiografia, entre
otras (D hyver, 2009). En pacientes con DCL se ha observado una mejoria en la
memoria episddica cuando son sometidos a un entrenamiento cognitivo mediante
la ensefianza de estrategias de memoria episddica (asociacién cara-nombre, lista
de recuerdos, memoria textual) (Belleville, 2006).

1.5.2. Farmacoldgico

1.5.2.1. Inhibidores de Colinesterasa

Los inhibidores de la acetil-colinesterasa, fueron los primeros tratamientos

efectivos para la EA, y supuso un gran impulso para la investigacion de
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marcadores diagnésticos para la enfermedad. Estos compuestos son mas
eficaces en las fases tempranas de la enfermedad, antes de que los cambios
neurodegenerativos sean demasiado intensos y se hayan diseminado por el
cortex (Carrasco, 2009). Cerca del 18 al 48% de los pacientes pueden mejorar la
cognicion, aunque su efecto solo dura 2 a 3 afios. Cuatro son los medicamentos
disponibles, el dopenecilo, tacrina, rivastigmina y galantamina. Los efectos
adversos gastrointestinales en ancianos como nauseas, vomitos, diarreas, y el
sindrome anticolinérgico, son la causa de contraindicacion en la mayoria de los
casos.

1.5.2.2. Inhibidor de la N-Metil D-Aspartato

La memantina es la segunda linea terapéutica, actia en el sistema
glutamatérgico, el neurotransmisor excitatorio mas importante en el cerebro. Es un
antagonista especifico de los receptores voltaje dependiente de N-Metil D-
Aspartato (NMDA) no competitivo. Sus caracteristicas de unién al receptor NMDA
son muy similares a las del magnesio, que es el bloqueador fisioloégico del canal
catidnico y a dosis bajas mejora significativamente las capacidades funcionales en
pacientes con demencia moderada (Halter, 2009).

1.5.2.3. Suplementos Antioxidantes

La vitamina A, C, E, B6 y acido félico contienen enzimas que destoxifican los
radicales de oxigeno como son el glutation peroxidasa y la superéxido dismutasa;
produciendo una desaceleracion de la arteriosclerosis por medio de la disminucion
en la oxidacion del colesterol LDL; ademas disminuyen la agregacion plaquetaria,
el exceso de sintesis de citosinas pro-inflamatorias como la IL 6, la activacion
inmune y endotelial de los vasos arteriales, el dafio mitocondrial y la apoptosis
(Miquel, 2006).

La vitamina E esta ampliamente distribuida en la naturaleza, comprende 8
compuestos relacionados de tocoferoles y tocotrienoles. Los tocoferoles se
encuentren principalmente en las membranas neuronales protegiéndolas de la

lipoperoxidacién (Figura 8).
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Figura 8. Accién antioxidante de la Vitamina E. Se lleva a cabo mediante la
donacion de un atomo de hidrogeno al radical peroxilo, formando un lipido
hidroperoxilo y convirtiéndose en a-tocoferil, poco reactivo y que puede ser
reducido de nuevo a tocoferol por accion del acido ascorbico o del glutation,
regenerandolo para reaccionar de nuevamente con un radical peroxilo. R: Radical
organico, AGPI: acidos grasos poliinsaturados (Thomas SR, 1995).

Los carotenioides son componentes de la familia de polielos que poseen
actividad antioxidante, debido a su naturaleza lipofilica y localizacion en la porcion
hidrofébica de las membranas celulares y lipoproteicas, las hacen un compuesto
efectivo contra la lipoperoxidacién, complementando la accién de la vitamina E.

La vitamina C o acido ascorbico es una molécula hidrosoluble que se encuentra
intra 0 extracelularmente; su accion antioxidante se debe a la capacidad de donar
electrones, ademas de atrapar radicales libres, disminuyendo los niveles de H,0,
y 0. Protege frente a la peroxidacion aumentando la actividad de a-tocoferol
(Figura 8) y manteniendo los niveles de glutatién peroxidasa.

El acido folico es una vitamina esencial que se encuentra en forma reducida
como tetrahidrofolato (THF) en el organismo y alimentos. Actia como cofactor,

debido a la capacidad de transferir restos monocarbonados mediante dos vias:
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biosintesis de nucledtidos y metilacion; empleando la S-adenosilmetionina, y junto
con la vitamina B6 (fosfato piridoxal) transforma la homocisteina a metionina, el
cual es un aminoacido azufrado que participa en la defensa antioxidante porque
permite la sintesis de novo del glutation, reduciendo la necesidad de reciclaje y
reduccion del glutation oxidado (Figura 7) (Kumar, 2000).

1.5.2.4. Ginkgo biloba

De los extractos de las hojas del arbol de maidenhair (cabello de doncella) se
extrae el Ginkgo biloba (Figura 9), esta compuesto aminoacidos y flavonoides,

principalmente ginkgoloides y heterdsidos (Ginkgolides, flavonoglicosides).

Figura 9. Hojas de arbol de Ginkgo. Una de las especies de arbol mas antiguas;
se sabe que desde hace casi 5,000 afios el arbol era considerado como sagrado
por los monjes chinos, ya que era utilizado para preservar las funciones mentales
(Chun, 2005).

El extracto estandarizado (EGb 761) contiene 22-27% de flavonoides y 5-7% de
lactonas (terpenoides como: bilobalide y ginkgolides A, B, C, J) y menos de 0.1%
como agliconas (Figura 10 y 11); presentando la mayoria de los flavonoides en
forma de glicosides (isorhamnetina, kaempferol o quercetina) relacionados a un
mono-, di- o triglicosides por una cadena B-glicosidica (Figura 12); a todas ellas se

les atribuyen las propiedades medicinales del ginkgo (Augustin, 2009; Jun, 2010).


http://www.plantasparacurar.com/wp-content/uploads/2009/10/ginkgo.jpg
http://www.plantasparacurar.com/wp-content/uploads/2009/10/ginkgo.jpg
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Figura 10. Estructura quimica de los Ginkgolides. Gingkgolide A: R1=0OH,
R2=R3=H; ginkgolide B: R1=R2=0OH, R3=H; ginkgolide C: R1=R2=R3=0H,
ginkgolide J: R1=R3=0H, R2=H (Chen, 2007).

Figura 11. Estructura quimica del bilobalide (Wu, 2006).

R, R,
Caercetin OH O
Kacmpferol  OH H
Isorhamnetin  OMe OH
.
H» R,

O O

Figura 12. Estructura quimica de Quercetina, Kaempferol e Isorhamnetina.
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Formula molecular: C15H1007. Son flavonoles que se encuentran presente en altas
concentraciones en frutasy verduras. Son los mas abundantes en la dieta
humana. A partir de la quercentina se obtienen otros flavonoides, como
la naringenina o la rutina (Hernandez, 2010).

1.5.2.4.1. Farmacocinética

Los componentes del ginkgo biloba tienen una vida media de 3 horas
aproximadamente, encontrandose en tejidos adultos sanos hasta 6 horas después
de su administracion, principalmente en higado; aunque se ha detectado
concentraciones minimas séricas después de 7 dias de haber interrumpido el
tratamiento con dosis mayores de 40 mg/dia.

La absorcion oral se caracteriza por dos picos de concentracibn maximos,
sucediendo el primero a los 20 minutos de la ingestion, que corresponde a los
ginkgolides. El segundo pico maximo ocurre después de 4 horas debido a la
absorcion intestinal tras desintegracion de los glicosides (flavonoides) por
bacterias colonicas, transformandose en aglicosidos, los cuales facilitan su
absorcién; ademas de que se absorben por un transportador de glucosa
dependiente de sodio (SGLT-1).

La union a proteinas plasmaticas es de un 20%, por lo que la fraccion libre es
de 80%. En el cerebro se encuentra a los 60 minutos de haberse ingerido,
atravesando la barrera hemato-encefalica.

Su eliminacion se da después de 5 horas posterior a la administracion por via
renal en forma inalterada como metabolito activo en un 50%, y por via hepéatica
hasta en un 30% (Chen 200 5; Wei, 2007). Se encuentran elevados en plasma los
metabolitos aglicosidos conjugados, en particular con el acido glucuroénico, siendo
importantes para estudios de farmacocinética (Jun, 2010).

Modulado por el citocromo p450, los ginkgolides inducen o inhiben la actividad
de las isoenzimas 2B, 3A1 y 3A2; y los flavonoides inhiben las isoenzimas 2C9,
1A2, 2E1 y la 3A4. El aclaramiento de los farmacos metabolizados por CYP3A se

reduce con la edad, por lo que se recomienda el ajuste de la dosis (Chen 2005).


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Verdura
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Naringenina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Rutina_(flavonoide)
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1.5.2.4.2. Efectos terapéuticos

Los flavonoides son efectivos a nivel neurolégico contra el evento isquémico
vascular cerebral, insuficiencia vascular cerebral y el deterioro cognitivo, ya que al
ingerirlos produce un efecto antioxidante, antiinflamatorio, modula la actividad del
neurotransmisor, influye sobre el ARNm y genes relacionados con la EA e
incrementa el flujo sanguineo cerebral (Augustin, 2009). El G4b, es una proteina
aislada constituida de polisacaridos, aminoacidos hidrofilicos y sulfaricos,
actuando como antioxidante (Huang, 2010).

Los Ginkgolides tipo B y C, debido un grupo hidroxilo extra en la posicion 7
(Wu, 2006), han sido relacionados con la mejoria de enfermedades
hemodindmicas debido a la inhibicién del factor de agregacion plaquetaria (PAF),
aumento de la microcirculacion; y la disminucion de ATP durante la anoxia (Chen,
2005). El tipo A, J y el bilobalide inhiben directamente la oligomerizacion A, la
formacion fibrilar del amiloide y la actividad de la caspasa 3 en medios de cultivos
celulares (Luo, 2002; Wu, 2006).

1.5.2.4.3. Mecanismo de accion

Debido a los multiples metabolitos del Gb, se han descrito las siguientes
acciones: a) regula el tono arterial, capilar y venoso (microcirculacion); b) estimula
el metabolismo energético celular y es captador de radicales libres, asi mismo
protege contra hipoxia e isquemia y dafios estructurales cerebrales; c) induce
modificaciones reoldgicas al inhibir el factor de agregacion plaquetaria (PAF) y
aumentar la microcirculacion (Birks, 2010; Dodge, 2008) Ademas de inducir la
produccién de ON, atravesando la barrera hemato-encefalica por la vasodilatacion
de las arterias cerebrales.

1.5.2.4.4. Efectos adversos

Hasta la fecha no se han reportado graves efectos adversos en estudios de
eficacia y seguridad (Birks, 2010; Napryayenko, 2009; Carlson, 2007). Se han
reportado casos de hipersensibilidad leve al principio activo, hemorragia cerebral
de tipo hematoma subdural, hemorragias leves uterinas y gingivorragias por

alteraciones en los tiempos de coagulacion o en la agregacion plaquetaria, infarto



43

al miocardio sin complicaciones, hipotension arterial moderada y ortostatica
debido a la vasodilatacion.

1.5.2.4.5. Interacciones medicamentosas

Atenua el potencial terapéutico de los calcioantagonistas y los anticomiciales
(fenitoina, carbamacepina, topiramato, fenobarbital) debido a la induccién de la
isoenzima CYP3A2, provocando un metabolismo rapido del farmaco. Aumenta el
potencial terapéutico de los sedantes hipnoticos de tipo benzodiacepinas y
antidepresivos sedantes como la trazodona, ISRS (fluoxetina) y ATC (amitriptilina,
imipramina sertralina); debido a la inhibicién de la isoenzima CYP3A2, provocando
un metabolismo lento del farmaco. Los efectos que producen estas interacciones
son el incremento de la presion arterial con datos de vasoespasmo y disminucién
del umbral convulsivo.

El efecto aditivo de medicamentos que tienen salicilatos, con actividad
antiplaquetaria (AINEs, Inhibidores de la COX5) 0 uso concomitante de vitamina E
producen un incremento en la incidencia de hemorragias (Tres, 2006; Dodge,
2009).

1.5.2.4.6. Dosis recomendada

Se han usado dosis de 2.5 a 200 mg/dia de Gb en ancianos menores de 80
afnos de edad con deterioro cognitivo (Birks, 2010)

1.5.2.4.7. Presentacion comercial del farmaco

Tebonin 761 (Extracto de Ginkgo biloba [EGb 761]), cada gragea contiene 40
mg (estandarizado a 9.6 mg de glicésidos flavénicos calculados como quercetina 'y
camferol); caja con 24 grageas; hecho en México por: Schwabe México, S. A. de
C. V; distribuido por: Laboratorios Farmasa, S. A. de C. V; Reg. NUm. 72174, SSA
V.
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ANTECEDENTES

2.1. Cognicion

2.1.1. Efecto preventivo

Uno de los primeros estudios preventivos fue el de Carlson y cols, realizado en
ancianos sanos, con cogniciones normales, menores de 70 afios de edad, con
dosis de 160mg/dia via oral de Gb durante 4 meses, comparado con placebo; sin
encontrar mejoria en la cognicion, calidad de vida o presencia de un evento
adverso (Carlson, 2007).

Estudios posteriores, demostraron que el efecto de Gb en ancianos sanos
menores de 75 afios de edad es controversial, pues indicaron que la
administracion de EGb 761 con dosis diarias de 120mg via oral, previno el
deterioro cognitivo; comparado con placebo (Williamson, 2008); y en otro estudio
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo en ancianos sin deterioro
cognitivo, mayores de 85 afios de edad, con tratamiento estrictamente
supervisado, se observo un efecto protector de la progresion al deterioro cognitivo
y el decline de la memoria, cuando se dio a dosis de 240 mg/dia adicionado con
40 Ul de vitamina E durante 42 meses (Dodge, 2008). Mientras que en otro
trabajo no fue preventivo para el DCL a dosis de 240mg/dia en comparacién con
el placebo, durante 3.5 afios de seguimiento en ancianos sanos menores de 79
afos de edad (DeKesky, 2008). Asimismo, Snitz administré el Gb a dosis de 240
mg/dia administrados durante 6.1 afios (con visitas médicas cada 6 meses) en
ancianos con criterios de DCL segun Winblad, menores de 82 afios de edad, y no
encontré disminucién del deterioro cognitivo en comparacién con placebo (Snitz,
2009).

2.1.2. Efecto terapéutico

Uno de los primeros estudios realizados con EGb 761, controlado con placebo,
fue en pacientes Ucranianos que padecian EA, a una dosis de 240mg/dia durante
22 semanas, el cual mostré mejoria cognitiva (Scripnikov, 2007).

Trabajos posteriores, llevados a cabo en pacientes de 66 + 8 afios de edad con

EA de leve a moderada, se administr6 Gb a dosis de 240 mg/dia durante 22
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semanas, mostr0 mejoria clinica cognitiva valorado por test neuropsiquiatrico
MMSE (Napryeyenko, 2009). Otro estudio realizado en Bulgaria, reporté que el
EGb 761 (240mg/dia) en combinacion con dopenezilo (10mg/dia) mejord la
cognicion global y los padecimientos psiquiatricos en personas de 50 afios de
edad (Yancheva, 2009). Resultados similares se presentaron en pacientes con
demencias leves a moderadas y con sintomas neuropsiquiatricos, tratados con
EGb 761 a la misma dosis (lhl, 2010). En contraste a lo anterior, ancianos
ingleses con EA leve a moderada que tomaron 120mg/dia Gb por 6 meses no
presentaron mejoraria clinica de la cognicion (McCarney, 2008).

Actualmente, un revisidn de Cochrane reportd que el Gb mejord la cognicion
usando dosis inferiores a 200mg/dia, en comparacion con el placebo, por 14
semanas de tratamiento en ancianos menores de 80 afios de edad con deterioro
cognitivo general (DME -0.65; IC 95%: -1.22 a -0.09; p= 0.02) (Birks, 2010) y un
meta-analisis reciente, mostré que el uso de EGb 761 para el tratamiento de
demencias durante 52 semanas fue mas efectivo que el placebo en la cognicion,
sin presentar efectos adversos significativos, aunque concluy6é que es necesario
mayores estudios (Weinmann, 2010).

2.2. Proteina precursora amiloide y B Amiloide

Con respecto al efecto de EGb 761 sobre el 8 amiloide se encontré que reduce
directamente su polimerizacion en fibras in vitro, y atenud significativamente la
iniciacion de la apoptosis por via mitocondrial, disminuyendo la actividad de la
caspasa 3, por lo que sugiere un mecanismo intracelular del bilobalide y
ginkgolide J. (Luo, 2002)

Otros modelos in vitro e in vivo demostraron que el uso dosis-dependiente de
Gb modula los eventos intracelulares neuronales con la activacion de la
proteincinasa Cp3, fosfolipasa C y A, y la toxicidad inducida por el éxido nitrico;
incrementando la accién de las a secretasas sobre la APP, protegiendo los
cultivos celulares hipocampales de la toxicidad por AB. Adicionalmente se observé
gue una concentracion menor a 25 pg/ml de Gb intracerebral es mejor que una
mayor (Colciaghi, 2004).
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En modelos in vitro, se demostré que el ginkgolide “J” y en especial el “A” (por
su estructura de “jaulas esqueléticas”) inhiben la oligomerizacion AB y la expresion
AB neuronal (Wu, 2006).

El EGb 761 disminuyo el AB 42 plasmatico en ancianos sanos de 75 afios de
edad, durante un seguimiento de 2.5 afios, sin presentar un deterioro cognitivo
significativo (Blasko, 2005 y 2008).

En modelos de ratones jovenes transgénicos con EA, se han observado que el
EGb761 administrado durante 16 meses, induce las a-secretasas corticales, sin
tener un efecto directo sobre la APP; ademas de tener un efecto sobre el ARNm
del ADAM 10, una metaloproteinasa que tiene actividad de a-secretasa (Augustin,
2009).

En cultivos de neuronas hipocampales, el uso de Ginkgolide J inhibié la muerte
celular causada por AB 42 (Vitolo, 2009).

En células SH-SY5Y de neuroblastoma humano, se aprecié que el ginkgolide B
mejoro la funcién mitocondrial al aumentar su potencial de membrana, la actividad
del COX y la sintesis de ATP. Tanto la quercerina y el ginkgolide B, bloquearon la
activacion del c-jun N-terminal (JNK) inducida por el AB, la senal extracelular
regulada por cinasa (ERK 1/2) y Akt, los cuales son mecanismos anti-apoptéticos,
restaurando la fosforilacion del CREB. El ginkgolide C también bloquea la
activacion del ERK (Shi, 2009).

2.3. Estrés Oxidativo

En modelos in vitro e in vivo, el uso dosis-dependiente de Gb tiene un efecto
antioxidante capaz de eliminar los radicales libres en el cerebro de la rata con EA
(Colciaghi, 2004; Da Silva, 2009). Un estudio en ratas expuestas a radiaciones
electromagnéticas de baja intensidad durante 7 dias encontré que Gb a dosis de
100mg/kg via oral, disminuy6 el MDA cerebral preservo la concentracion de
glutation peroxidasa (llhan, 2004)

En estudios en personas sanas y diabéticas de 54 afios de edad con o sin
incremento de los niveles de colesterol total, el EGb 761 a dosis de 120mg/dia,

administrado durante 3 meses, redujo el MDA plaquetario y el indice de
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peroxidacion lipidica. Esto se atribuyo a la fraccion flavonoide, que puede inhibir
a las enzimas ciclooxigenasa-1 y tromboxano sintetasa (ambas moduladoras del
metabolismo del acido araquiddnico) (Kudolo, 2005).

El EGb 761, en modelo de rata con insuficiencia renal, (180mg/kg/d) durante 3
semanas, aumento la actividad del glutation peroxidasa (Mansour, 2010).

La quercerina, en cultivos celulares hipocampales, previene la produccion
intracelular de EROs causado por el AB, bloqueando al AB, por lo que disminuye
secundariamente el H,O;; lo cual sugiere una accion antioxidante (Shi, 2009).
Recientemente se purificd y aisldé el G4b proteina con propiedades antioxidantes
al incrementar la concentracibn de la superoxido dismutasa y la glutation
peroxidasa, y disminuir el MDA contenido en el suero; debido a que G4b esta
constituida de polisacaridos, aminoacidos hidrofilicos y sulfurados, con como
consecuencia la capacidad de formar abundantes puentes disulfdricos y grupos
sulfidrilos (Huang, 2010).

2.4. Sindrome metabaolico

En ratas ancianas, el EGb 761 disminuyo el colesterol libre en la circulacion
sanguinea, su union al colesterol LDL, y el flujo de entrada; a su vez, aumenté la
de salida del colesterol libre de la célula neuronal y la concentracién de colesterol
HDL. En el cerebro inhibi6 la sobreproducciéon de la APP-B y el AB 42 inducido por
colesterol libre (Yao, 2004)

En personas diabéticas jovenes, el EGb 761 disminuyé la agregacién
plaguetaria inducida por colageno, sin alterar la cuenta plaquetaria ni la
produccion de tromboxano B2; ademas estimuld la funcidon de la célula
pancreatica en pacientes jovenes con agotamiento pancreético (Kudolo, 2005).

En modelos in vitro, las hojas del arbol de Gb se asociaron significativamente
con la inhibicién de la actividad de la a-glucosidasa y muy poco a la a-amilasa, e
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina; ademas, los flavonoides
mostraron tener una propiedad vasorelajante (Da Silva, 2009)

El EGb 761 administrado en modelo de rata con insuficiencia renal

(180mg/kg/d) durante 3 semanas, inhibié a la enzima convertidora de angiotensina
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(ECA), normaliz6 los niveles de oOxido, disminuy6 el efecto vasopresor de
norepinefrina y restauré la funcién endotelial dependiente de la vasodilatacion
inducida por acetilcolina (Mansour, 2010).

El EGb 761 produjo vasodilatacion aortica por via del 0xido nitrico en ratas
Wistar, ademés de una respuesta de la acetilcolina que incrementa los niveles de
calcio intracelular endotelial, sin afectar la presién arterial sistélica (Kubota, 2006).

2.5. Reactantes de fase aguda

En modelos de ratones jovenes transgénicos con EA, se demostré que el EGb
761 disminuia los niveles de citosinas proinflamatorias como IL-18 y TNF-q,
mediante la activacion de los genes AP1y SP1 (Augustin, 2009).

En modelos in vitro, se aprecié que el ginkgolide B y la quecertina antagonizan
los receptores del PAF, el cual es un potente mediador de la inflamacién y
respuesta inmune que produce apoptosis (Shi, 2009).

En cultivos neuronales hipocampales y corticales, el ginkgolide A y B protege
indirectamente la perdida de la sinaptofisina (glicoproteina vesicular sinaptica
transmembranal encargada de la sinapsis neuronal) por el antagonismo de los
receptores PAF (acoplados a proteinas G) presentes en las membranas sinapticas
los cuales disminuyen la produccion de prostaglandina E2 (moduladores de la

transmision sinaptica) (Bate, 2009).

2.6. Morfologia cerebral
El AB 42 tiene mayor sensibilidad sobre el hipocampo y corteza cerebral, por lo
cual su deposito produce apoptosis neuronal, reflejandose en atrofia cerebral, por

lo que los ginkgolide A y B disminuyen los depdsitos de A (Bate, 2009).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el deterioro cognitivo leve es un importante problema de salud
publica debido al aumento de su incidencia, aunado a la elevada posibilidad de
evolucionar a procesos demenciales. Por otra parte existe una amplia variedad de
medicamentos con efectos sobre la cognicion sin ser alguno de ellos el de
eleccion; por lo que actualmente se encuentran estudiando nuevas opciones
terapéuticas como el Gb, del cual aun no se ha estudiado en esta etapa sus
efectos sobre la memoria, los biomarcadores de degeneracién neuronal como el 8
amiloide y el estrés oxidativo, su relacion con los cambios morfolégicos cerebrales
y los principales factores de riesgo para el desarrollo de demencia en ancianos

mexicanos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuanto disminuira el Ginkgo biloba la relacion B-Amiloide 42/40 plasmética en

Ancianos con Deterioro Cognitivo Leve?
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JUSTIFICACION

El andlisis sistemético de los efectos de Gb en ancianos mexicanos con DCL es
de vital importancia, en primer lugar porque al ser un farmaco del que se han
descrito multiples beneficios, se puede proporcionar al paciente un control integral
de las diversas alteraciones funcionales, que son factores de riesgo para el
desarrollo del DCL, evitando asi la polifarmacia; en segundo lugar, el conocer su
efecto directo en la memoria a nivel funcional (test Neuropsi) y de biomarcadores
de plasméticos como la relacion AB 42/40, sustentara la propuesta de realizar
éstas evaluaciones no invasivas y accesibles en ancianos, para establecer un
diagndstico en la fase temprana del deterioro cognitivo, mejorando la calidad de
vida del adulto mayor y por ende el de la familia, mediante la reduccién en los

costos para la sociedad.

HIPOTESIS

El Ginkgo Biloba disminuye la relacion del B Amiloide 42/40 plasmatica en

ancianos con deterioro cognitivo leve
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OBJETIVOS

7.1. General
Determinar el efecto del Ginkgo biloba sobre la relacién del B Amiloide 42/40

plasméatica en ancianos con Deterioro Cognitivo Leve

7.2. Especificos

1) Evaluar el efecto del Gb sobre la capacidad cognitiva de los pacientes con
deterioro cognitivo

2) Estudiar el efecto del Gb sobre la relacién B amiloide 42/40 plasmatica en
ancianos con DCL

3) Asociar la relacion B Amiloide 42/40 plasmatica con el tratamiento de Gb.

7.3. Secundarios

1) Valorar los cambios morfolégicos de la corteza cerebral con la administracion
del Gb

2) Evaluar el efecto de Gb sobre el sindrome metabdlico, reactantes de fase

aguda y estrés oxidativo.
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DISENO METODOLOGICO

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Tipo de Intervencion: Experimental
Tipo de Anélisis: Comparativo analitico
Temporalidad: Prospectivo

Secuencia Temporal: Longitudinal
Cegamiento: Ciego simple

Tipo de disefio: Ensayo clinico aleatorizado

8.2. UNIVERSO Y MUESTRA

Universo

Pacientes que acudieron a la clinica de consulta externa de Geriatria y al
Centro Diurno para la Tercera Edad (CEDITE) del Hospital Central Norte de
PEMEX.

Muestra
Pacientes > 70 afios que cumplieron con todos los criterios de seleccion.

8.3. CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se determind de acuerdo al B-Amiloide 42 acomplejado con IgM, debido a que
no existen antecedentes sobre la relacién del B Amiloide 42/40 plasmatica. El cual
se realizé mediante el célculo de 2 medias, una cola. Se considero6 eficaz el Gb si
disminuia 8 pg/ml del AB 42. En un articulo previo se reporta la desviacion

estandar del mismo en un 4.8 pg/ml. Aceptando una confianza de 95% y un poder
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de 90% para detectar la diferencia entre los tratamientos.

N= 2 (Za + Zb)? (de)? Ajuste por = No
(d)? Pérdidas 1-R
Za= 1.64 N= 2(1.64 + 1.28)* (4.8)% =
B=0.10 ®°
Zb=1.28 N = (17.05) (23.04) = 392.83 =
de=4.8 (64) 64
d=8 N=4..8

R (Pérdidas)= 0.20
Ajuste por= _4.8 = 48=76=18
Pérdidas (1-0.20) 0.8

El tamafio de muestra calculado coincide con estudios que analizan a un
namero igual o incluso menor de pacientes, con caracteristicas semejantes
(Hansson, 2008; Assini, 2004; Carlson, 2007).

8.4. CRITERIOS DE SELECCION
8.4.1. Inclusion
Ancianos con cuidador primario (familiar) que hayan firmado el consentimiento
informado
Que cumplan las medidas de rehabilitacién de la memoria indicadas
Que cumplan con el seguimiento médico de 4 meses
Comorbilidades en control
8.4.2. No inclusion
Uso actual de:
Anticoagulantes, estatinas, AINES, terapia hormonal de reemplazo
Vitamina A,C, E, B6 y acido fdlico
Tratamiento farmacologico especifico para la cognicion

Ginkgo biloba como complemento dietético
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Fumadores activos o menos de 1 afio de suspendido
Obesidad morbida (IMC > 40)

Enfermedad Infecciosa actual

Diagndstico o tratamiento actual de cancer

Lesion, isquemia o necrosis miocardica o angina
Trastorno depresivo 0 ansioso

Antecedente de demencia o delirium

Cualquier enfermedad mental de acuerdo al DSM-IV TR

Antecedentes de hipersensibilidad al Ginkgo biloba

8.4.3. Exclusién

Sangrado activo a nivel gastrico y neuroldgico

Comorbilidades descompensadas

Diagnéstico de alguna enfermedad mental de acuerdo al DSM-IV TR

Hipersensibilidad al Ginkgo biloba

8.4.4. Eliminacion
Pacientes con mal apego al tratamiento, referido por el cuidador primario

Retiro del consentimiento informado

8.5. DESCRIPCION DE VARIABLES

8.5.1 Variable cualitativa nominal

» Deterioro cognitivo leve (independiente)

Definicion conceptual: Etapa de transicion entre el deterioro cognitivo del
envejecimiento exitoso y la enfermedad demencial.

Definicion operativa: Quejas cognitivas en ultimos 6 meses, con deterioro de la
memoria y/u otro dominio; sin repercusion en la vida diaria, con dificultad en
actividades complejas.

Unidad de medicion: Dicotémica (si, no)
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» Ginkgo biloba

Definicion conceptual: Extractos de la hoja del arbol Ginkgo

Definicion operativa: Derivado Ginkgolides y flavonoglicosides en dosis:
40mg/dia/4 meses

Unidad de medicion: Dicotémica (si, no)

» Atrofia Cortical Cerebral

Definicion conceptual: Disminucion de la masa encefélica valorado por un
estudio imagenoldgico.

Definicion operativa: Atrofia cortical frontal, parietal o temporal, vy
arteriosclerosis cerebral a nivel del poligono de Willis.

Unidad de medicion: Dicotomica (si, no)

» Sindrome Metabdlico

Definicién conceptual: Conjunto de factores de riesgo lipidos y no lipidicos que
pueden aparecer de forma simultanea o secuencial, como manifestaciones de un
estado de resistencia a la insulina, cuyo origen parece ser genético o adquirido.

Definicion operativa: Cuando hay > 3 de los siguientes hallazgos: Obesidad
abdominal (circunferencia de cintura >102 cm en varones,> 88 cm en mujeres),
Hipertrigliceridemia (> 150 mg/dl, Colesterol HDL bajo (< 40 mg/dl en varones; <
50 mg/dl en mujeres), Hipertension Arterial sistémica (cifras > 130/85 mmHg, y
Glucemia en ayunas > 110 mg/dl.

Unidad de medicién: Dicotémica (si, no).

8.5.2 Variable cuantitativa continua

» Amnesia reciente

Definicion conceptual: Deterioro de la memoria reciente, segun su codificacion
(palabras y figuras semicomplejas) y evocacion (espontdnea, por categorias,
reconocimiento y figuras)

Definicidn operativa: Facultad de la memoria inferior en 1.5 Desviaciones
Estandar (DE) o mas por debajo de la media para su edad.

Unidad de medicion: Desviacion estandar
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» Relacion AB-42/40 plasmético (Variable dependiente)

Definicion conceptual: Péptido de degeneraciéon neuronal

Definicion operativa: Biomarcador plasmatico de degeneracion neuronal
aumentado en el DCL. Valor normal: 0.064 (0.050 — 0.081)

Unidad de medicion: Adimensional

» AB-42 acomplejado con IgM

Definicion conceptual: Péptido de degeneracion neuronal

Definicidn operativa: Biomarcador plasmatico de degeneracién neuronal mayor
de 9.3 + 4.8 pg/ml en el deterioro cognitivo

Unidad de medicion: pg/ml

» Prueba de Neuropsi

Definicion conceptual: Prueba de valoracion cognitiva con validez en México

Definicidn operativa: Escala para valorar el deterioro de la memoria reciente y
otras areas cognitiva. Con un puntaje maximo normal de 130 puntos.

Unidad de medicion: Adimensional

» Estrés oxidativo

Definicion conceptual: Productos del dafio oxidativo a proteinas y lipidos; con
defensa antioxidante.

Definicion operativa: Carbonilos, Malondialdehido (MDA), Sulfhidrilos

Unidad de medicién: nMol osazona/ mg proteinas; pMol de MDA; nMol SH/ mg
proteinas, respectivamente.

» Reactantes de fase aguda

Definicidn conceptual: Proteinas de proceso inflamatorio agudo

Definicion operativa: incremento de la PCR por arriba de 0.8 mg/dl y VSG por
arriba de 20 mm/hr

Unidad de medicion: Mg/dl; Mm/hr
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8.6. DISENO EXPERIMENTAL

8.6.1. Disefio operativo del estudio

Los pacientes que ingresaron al estudio se dividieron en dos grupos, siendo el
primero sin DCL, y el segundo aquellos con DCL, posteriormente cada grupo se
subdividi6, para asignar el tratamiento con placebo 6 Gb.

Todas las evaluaciones, funcionales, bioguimicas e imagenolbgicas se

realizaron antes del tratamiento y post-tratamiento de 4 meses (Figura 13).

Poblacion
=70 afios de edad
C E. Geriatria y CEDITE

Historia Clinica

l —~———— Criterios de Seleccién
¥ aplicacion [ ————

Test Neuropsi Muestra
{32 pacientes)
A
' A
Grupo A Estudios Basales: Grupo B
Deterioro Cognitivo Leve e Laboratorio, SinDCL
{ 16 pacientes) Relacion B- Amiloide { 16 pacientes)
A 42/40 plasmay TAC A
£ A\ £ A
Con Con Con Con
Placebo Ginkgo biloba Flacebo Ginkgo biloba
{ 8 pacientes) {40mafvia oral/dia) ( 8 pacientes) (40maivia Oralidia)
{ 8 pacientes) ( 8 pacientes)
- Seguimiento
Seguimiento X
(4 meses): _ < (4 mese;}_, -
A Historia Clinica

Historia Clinica Ectudios L aboratori

Estudios Laboratorio, Rseluacligi Ba ::"2:?9'

Relacion B- Amiloide -

42/40 plasmay TAC 42{40plasmay TAC

A J
~

Analisis e interpretacion de Resultados

Figura 13.- Disefio operativo del estudio

8.7 MATERIAL

El Gb se dio (otorgado por el Hospital Central Norte) bajo el nombre comercial
de Tebonin 761 (Extracto de Ginkgo biloba [EGb 761]), cada gragea contiene 40
mg (estandarizado a 9.6 mg de glicésidos flavénicos calculados como quercetina y
camferol); caja con 24 grageas; hecho en México por: Schwabe México, S. A. de
C. V; distribuido por: Laboratorios Farmasa, S. A. de C. V; Reg. NUm. 72174, SSA
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V.
Los reactivos para las técnicas bioquimicas fueron de las marcas Bio-Rad, J.T

Baker, Sigma-Aldrich y Millipore.

8.8 METODOS

Para la seleccion de la muestra, se citaron a consulta externa de geriatria y al
CEDITE a todos los ancianos mayores de 70 afios de edad con su cuidador
primario; aplicandoles los criterios de seleccion.

A los candidatos se les realizaron la historia clinica y el test Neuropsi,
aplicandole los criterios para DCL. Los pacientes que decidieron participar en el
estudio firmaron el consentimiento informado con el visto bueno del cuidador
primario. A los diagnosticados con DCL se les asigno al azar el tratamiento de Gb
0 placebo; llevandose a cabo el mismo procedimiento para los pacientes sin DCL.

A pacientes y cuidadores primarios se les instruyd sobre las medidas de
rehabilitacion de memoria, proporcionandoles una hoja con ejemplos de ejercicios
y el tiempo en que deben realizarse, ademas de acudir a la clase de cognicion
impartida en el CEDITE los dias viernes de 8 a 10 am. Se indicé y responsabilizé
al cuidador primario sobre la toma diaria del medicamento estudiado (el 98% de
los casos cumple el tratamiento cuando se responsabiliza al cuidador primario).
Ademas de que se les preguntaba semanalmente a los pacientes sobre la ingesta
del mismo y mensualmente al cuidador primario cuando iban a recoger los
medicamentos.

Todas las evaluaciones se realizaron antes de empezar el tratamiento y 4
meses después de haberlo iniciado, con excepcion de la historia clinica que se
realizé una sola vez, al momento de incluir los pacientes al estudio.

8.8.1. Historia Clinica y Valoracién antropométrica

Se realizé en el consultorio médico del CEDITE, en presencia del cuidador
primario. Las bases de la historia clinica se tomaron de la NOM 168- SSA1- 1998
del expediente clinico, adaptado por el grupo de investigadores (ver anexo 14.2).

La entrevista y la exploracion fisica se realizaron en un solo tiempo.
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1.- Presién arterial sistémica: Se realiz6 en una habitacion tranquila, sin ruidos
ni situaciones de alarma, el paciente se sent6 coOmodamente y se espero 5
minutos antes de iniciar la medicion. La presién arterial sistélica (PAS) se calculo
por palpacion de la arteria radial; inflandose el manguito rapidamente hasta 30
mmHg por encima del nivel en que desaparece la onda del pulso. El desinflado se
hizo a una velocidad uniforme de unos 2 mmHg por segundo o latido cardiaco. Se
utilizé el primer sonido que aparece seguido de otros dos iguales (fase | de
Korotkoff) para definir la PAS y la desaparicion del sonido (fase V) para definir la
presion arterial diastélica (PAD). Aunado a la toma de la presion arterial se tomo la
frecuencia cardiaca y respiratoria durante 1 minuto. Se definid “presiéon arterial
normal” cuando los valores normales de presién arterial variaron entre 101/61 a
139/89 mmHg; “hipertension” si los valores estaban por encima de 140/90 mm de
mercurio e “hipotension” si se encontraban por debajo de 100/60.

El indice de masa corporal se calculd y clasifico en base a la formula aceptada
por la OMS (2006). IMC= Peso kg/altura mts? refiiendo que un IMC > 30 es
obesidad, y > 40 es obesidad mérbida. Con el paciente de pie erecto, sin zapatos
y sin cosas que agreguen peso (llaves, chamarras, monedas, etcétera), se tomo el
peso en kilogramos y la estatura en centimetros.

El didmetro de circunferencia abdominal se midié con una cinta métrica a nivel
de la cicatriz umbilical, se consider6 mediciones elevadas cuando estaban >102
cm en varones, y > 88 cm en mujeres. El paciente de pie, descubierto el abdomen
a nivel de la cicatriz umbilical, se pasa la cinta métrica alrededor del abdomen
sobre la cicatriz y se tomo la medicion a la mitad de la espiracion.

8.8.2. Evaluacion de la capacidad cognitiva (Test de Neuropsi)

Esta prueba tiene altos indices de confiabilidad Test-Retest (0.89 a 0.95),
indicando que las respuestas y errores son estables y no existen efectos de
practica o de deterioro en una poblacion normal, por lo que puede ser utilizado
para el seguimiento de los efectos farmacoldgicos. El estudio permite discriminar
en un 95% los sujetos normales de los que tienen deterioro cognitivo.

Previo a la realizacion de la prueba, se le pidi6 al paciente que estuviera
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descansado y sin estrés; ademas se le situé en un cuarto bien iluminado, sin
ruido, con una silla cobmoda debido al tiempo que duracion del estudio.

El esquema estuvo constituido por reactivos sencillos y breves, incluyéndose
pruebas con alta validez neuropsicoldgica. Se realizé individualmente y para ello
se requirid un conjunto de tarjetas (lAminas anexas) y el protocolo de registro. Se
valoré por medio de un protocolo para la poblacién escolarizada (media y alta) o
para la poblacion con escolaridad nula, segun fue el caso. Se tomaron datos
crudos y puntajes normalizados, lo cual permitiendo obtener un puntaje total y un
perfil individual de funciones cognitivas; demostrando las habilidades e
inhabilidades del sujeto en cada una de las aéreas evaluadas. Se tomd en cuenta
la escolaridad del anciano para la clasificacion de la ejecucion en: normales,
alteraciones leves o limitrofes, alteraciones moderadas y severas (ver anexo
14.4).

8.8.3. Biometria Hemética y perfil lipidico

Previo a la toma de muestra sanguinea, se indicO al paciente: 1.- Evitar la
tensién todo lo posible debido a que las alteraciones fisiolégicas cambian los
valores. 2.- Hidratacién adecuada ya que las alteraciones hidricas pueden alterar
los valores. 3.- Ayunar 12 horas debido a que un alto contenido en grasas en la
dieta alteran los resultados.

Se recolecté sangre venosa (12 horas de ayuno) usando EDTA al 10,
usualmente de la parte interior del codo o del dorso de la mano. La determinacién
del perfil lipidico, glucosa, proteinas, albumina, insulina, PCR y VSG se realiz6 en
suero por métodos cinéticos, por ser rapidos, simples y sin interferencias; mismos
gue se realizaron en el Laboratorio Central del Hospital de PEMEX. Los resultados
de anotaron en la hoja especial (ver anexo 14.3).

8.8.4. Reactantes de Fase Aguda

La Proteina C Reactiva y Velocidad de Sedimentacion Globular fueron
realizadas en el Laboratorio Central del Hospital de PEMEX, por técnicas
rutinarias de laboratorio clinico.

8.8.5. Determinaciéon de Estrés Oxidativo
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La obtencion de plasma se realizd6 en tubos heparinizados. La evaluacion de
dafio a lipidos (cuantificacion de MDA), defensa antioxidante (cuantificacion de
grupos sulfihidrilo totales) se realizé el mismo dia de la obtencion del plasma,
mientras que el dafo a proteinas (cuantificacion de grupos carbonilo) y de
proteinas se realiz6 al dia siguiente (la muestra se mantuvo a 2-8°C).

8.8.5.1 Dafio a lipidos

Brevemente, la técnica del Malondialdehido (MDA) (Monnier, 1998) fue la
siguiente: 100 ul de plasma se mezclaron con 100 ul de agua destilada y 650 ul de
1-metil-2-fenilindol (MPI) (el blanco solo contiene agua y MPI), y se incubaron 40
minutos a 45 °C; después se agregd 150 ul de HCI al 37% y se mezcl6 al vortex e
incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos. Se centrifugd dos veces a 3,500
rom durante 10 minutos y se leydé el sobrenadante por medio de
espectrofotometro a 586 nm de longitud de onda, la concentracion se calculd
mediante una curva estandar de malondialdehido bis (dimetilacetal).

8.8.5.2 Dafio a proteinas

La técnica de Proteinas fue (Lowry, 1951): 1 ul de plasma se mezclé con 249 ul
de H,O destilada, posteriormente se agrego 1 ml de la mezcla de la solucion
cupro-alcalina (solucién de carbonato de soido al 2%, tartrato de sodio al 0.02%,
hidréxido de sodio al 0.1N y sulfato de cobre al 0.5%). Se incub6 10 min a
temperatura ambiente y finalmente se adicionaron 100ul del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se agito y posteriormente se dejo reposar la mezcla por 45 min, la cuél
se leyé a 550 nm. La concentracion se calculé a partir de una curva estandar de
albumina.

Carbonilos (Lo Pachin, 2008): 50 ul de plasma se mezclé con 500ul de
dinitrofenilhidrazina 10 M(DNPH), en tanto que el blanco contenia el plasma y
500ul de &cido clorhidrico 2.5 M, para calibrar el espectrofotometro se usoé
guanidina. Los tubos blanco y problema se incubaron por 1 hr en obscuridad a
temperatura ambiente, agitando periédicamente, posteriormente se agregé 1 ml
de acido tricloroacético (TCA) al 5% vy se centrifugd 8 minutos a 3,000 rpm; la

pastilla se resuspendi6 nuevamente en TCA (2.5%) y se centrifugo; a
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continuacion el pellet se disolvié en una solucion de etanol-acetato de etilo (1:1), y
se centrifugd en las mismas condiciones anteriores, para finalmente disolver en
guanidina y leer a 370 nm. La concentracion se calculé6 mediante la férmula:
problema-blanco x 45.45/ proteinas = nmol osazona / mg proteinas.

8.8.5.3 Defensa antioxidante

La técnica del Grupo sulfihidrilo fue (Habeeb, 1966): 50 ul de plasma se
mezclaron con 450 ul de de Tris (tris base 0.2 M, ph 8.2), 50 ul de acido 5,5 -
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y 450 ul de metanol; en tanto que el blanco
contenia lo mismo, excepto el DTNB, para calibrar se usé una mezcla de 500 ul,
50 ul de DTNB y 450 ul, todos los tubos se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente en obscuridad, posteriormente se centrifugd a 4,500 rpm por 10
minutos, del sobrenadante se transfirieron 500 ul a la celda del expectrofotometro
y se midi6 la absorbancia a 412 nm. La concentracion de los grupos sulfihidrilos
se calcul6 a partir de una curva estandar de cisteina.

8.8.6. Cuantificacion de B amiloide 40y 42 por ELISA

La cuantificacién del B amiloide se realiz6 en plasma (Jensen y cols, 2000), al
cual se agregl inhibidores de proteasas y se mantuvo a -80°C, hasta su
procesamiento.

La técnica se basa en la identificacion de las isoformas del  amiloide 42 y 40,
mediante anticuerpos monoclonales fijados a una fase soélida (Kit de ELISA
EZHS42 y EZHs40, Millipore), que reconoce al carboxilo terminal del antigeno,
posteriormente una enzima unida a biotina-estrepatavidina se une al complejo,
cuya unién se revela al adicionar el sustrato de la enzima, que da un producto
colorido. Las respectivas concentraciones de las isoformas de la enzima se
calcularon a partir de la curva estandar (0, 16, 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml).

Brevemente el procedimiento fue el siguiente: Se agregaron 50ul del diluyente
en todos los pozos mas 50 ul del estandar o muestra, excepto al pozo del blanco
(0 ug de B amiloide 42 6 40); se cubri6 la placa y se agité a 600 rpm por 5 min y
se incubd toda la noche a 2-8°C protegido de la luz sin agitar. Al dia siguiente se

decanto el contenido y se realizaron 5 lavados (300ul de solucion de lavado) de 5
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minutos cada uno; a continuacion se adicioné la enzima y se incub6 30 minutos a
temperatura ambiente en un agitador orbital a 800 rpm; posteriormente se decanto
la solucion y nuevamente se hicieron lavados. Finalmente se agregaron 100 ul del
sustrato y se agitdo por 20 min, una vez que se observo el desarrollo de color, la
reaccion se detuvo con 100 ul de la solucion de paro. La reaccion de ELISA que

se lleva a cabo para ambas isoformas se observa en la figura 14.

hAmyloid B42 ELISA (HS)

... antibody coated micrctitre plate

P Sbortione naint for foan. ki
1t Starting point for test-kit

leWad1
15xWash

S
wser 1

-

1. Incubation of antibody conjugate
and standard/sample (over night, 2-8°C)

g

R S

3. Incubation of enzyme substrate (RT)
*%, % EK
PR R PR L o

e S st

y=A+Bx A [
& AB$2E5A (AL 1:92STD Corcerntratonv.  -0.067 0008 [

=% coated anti-AB antibody 3—\/( anti-AB antibody conjugite @  hAmyloid 42
@@ enzyme conjugate < chromogenic substrate % product ¥ stopped product

Figura 14. Fundamento de la técnica de ELISA para la cuantificacion de las
isoformas 42 y 40 del B amiloide.



64

8.8.7. Valoracion cerebral por Tomografia Axial Computada

Para la realizacion ideal del estudio simple de craneo se le pidi6 al paciente
tener un ayuno de 6 horas, no usar accesorios de metal y sin tintes de cabello por
lo menos 3 meses previos a la tomografia. El tiempo de realizaciéon fue de 5
minutos y se us6 un tomoégrafo, marca Phillips 2009.

El paciente colocado sobre la plancha tomogréafica en decubito supino, se puso
el indicador tomografico sobre la frente del paciente realizando una simetria de la
cabeza con los cuadrantes del indicador. Se le pidié inmovilidad a partir de que se
inicio el movimiento de ciclado del equipo.

Durante el proceso se usaron los rayos X que emiten un haz (radiacion total)
para la proyeccion de datos provenientes de multiples direcciones y el envio de
estos datos para la creacién de la reconstruccion tomogréafica craneal a partir de
un algoritmo de software procesado por ordenador que reconstruye las diferentes
medidas obtenidas en imagenes bidimensionales que se proyectan en una
pantalla de rayos catddicos. Existen muchos algoritmos de reconstruccion, la
mayoria de ellos son proyeccion de retroceso filtrado (FBP) y reconstruccion
iterativa (IR). Se realizaron varias tomas que van desde el &pice hasta la base
craneal con 5 mm de separacion entre cada corte transversal. Resultando la
imagen en escala de grises de las masa craneal que representan las diferentes
densidades tisulares de la anatomia estudiada. Valordndose en una escala de
densidades denominada Unidades Hounsfield (UH). Esta escala da al agua un
valor densimétrico de cero, con extremos que van del -1000 (aire, imagenes muy
hipodensas), hasta +1000 (hueso compacto/ cuerpos extrafios, imagenes muy
hiperdensas). Cuando existe arteriosclerosis de los vasos cerebrales visualizados
a nivel del poligono de Willis se aprecian imagenes linares hiperdensas de 800
UH; y cuando existe atrofia cortical se aprecia disminucion del tamafio cortico-
subcortical, ensanchamiento de las cisuras y surcos cerebrales, e incremento del

espacio subaracnoideo.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Proyecci%C3%B3n_de_retroceso_filtrado&action=edit&redlink=1
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8.9. ANALISIS DE LA INFORMACION

Se utilizaron medidas de tendencia central y medidas de correlacién como la de
Spearman y Pearson; medidas de asociacion para muestras independientes como
la prueba de X2/Fisher y la U de Mann-Withney; y para muestras relacionadas la
prueba de Mc Nemar y Wilcoxon. Para el analisis de las variables cuantitativas se
degradaron a tipo ordinal debido a que no cumplieron con los criterios de
normalidad y homocedasticidad. Con una significancia estadistica de p < 0.05.

Toda la informacion se analizé en el sistema operativo SPSS vrl5.

8.10. CONSIDERACION ETICA

Este estudio tuvo un riesgo mayor al minimo debido a la administracion del
medicamento (debido a que es un estudio de intervencion clinica) y la solicitud de
estudios de laboratorio de seguimiento; de acuerdo con el articulo 17 del
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud.
Por lo que se realiz6 el consentimiento informado, el cual después de terminada
su lectura, se firmo por el paciente, el médico tratante y dos testigos (ver Anexo
14.5). Tomandose todas las medidas pertinentes para evitar alguna complicacion
o efecto adverso, ademas de haberles proporcionado un namero telefénico, del
médico investigador, que se encuentra funcionando las 24 horas del dia, los 365
dias del afo. El riesgo que tenia la administracion de Ginkgo biloba fue la
hipersensibilidad y sangrado, valorandose semanalmente al paciente para
apreciar que no corriera riesgo de presentar tales manifestaciones, y en caso de
que se presentaran, suspender la administracion de Ginkgo biloba y dar el

tratamiento oportuno.
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RESULTADOS

Se analizaron 35 pacientes, con una edad promedio de 76 + 4 afios de edad,
de los cuales el 85.7% fueron mujeres. Con un nivel promedio de escolaridad de 7
afos. El 57.1% de los ancianos tenian SM, el 61.3% presenté Rl y el 80% tenia
DM tipo 2. El 91.4% de la poblacion se le detecto atrofia cerebral cortical, de los
cuales el 87.5% tenia una atrofia moderada y severa. Solo en 8.6% de la
poblacion tenia familiar de primer grado con demencia de tipo Alzheimer (Datos
no mostrados).

De los pacientes incluidos en el estudio, a 18 se les diagnostico DCL. Los 17
restantes fueron dl grupo control para comparar las variables de interés,
principalmente la relacién de B-amiloide 42/40 plasmaética.

9.1 Caracteristicas basales de la poblacion en estudio, agrupadas por
ausencia o presencia de DCL

9.1.1. Caracteristicas demograficas y de memoria

En el grupo con DCL, se observd menor puntaje en el test neuropsi y mayor
area cerebral afectada lo cual fue estadisticamente significativo.

En cuanto a la escolaridad, porcentaje de fumadores e indice tabaquico fueron
menores en pacientes con DCL, sin tener una diferencia estadistica. Finalmente
en ambos grupos predominé el sexo femenino (Tabla 5).

Las principales areas de memoria afectadas en los pacientes con DCL fueron la
codificacion de imagenes en un 88.9%, la evocacion espacial en 38.9% e imagen

27.8% (Datos no mostrados).

Tabla 5.- Caracteristicas generales entre los diferentes grupos de estudio

Sin DCL Con DCL =
(n=17) (n=18)
Edad (afios) 76 +3° 76 +5° 0.829°

Mujeres (%) 88.9 77.8 0.338°




67

Tabaquismo (%) / IT 52.9/22+40° 22.2/8+19° 0.060 %/ 0.306 "
Escolaridad (afios) 8+4° 7+4° 0.173°
Test Neuropsi (Puntos) 97 +9° 82+11° 0.001 "
Areas de Memoria Afectadas 0.0°¢ 21+1.2° 0.0001 P+

2 X2/Fisher, ° U de Mann-Whitney, ° Resultados expresados en Media +
Desviacion Estandar, * p< 0.05.

9.1.2. Componentes del Sindrome Metabdlico

Los ancianos con DCL presentaron una mayor proporciéon de SM, RI, DM tipo 2,
valores elevados de circunferencia abdominal y presion arterial diastdlica en
comparaciéon con los ancianos sanos; sin embargo, no hubo significancia
estadistica (Tabla 6).

Con respecto a la diabetes, encontramos que los pacientes con DCL tenian
mayor tiempo con la enfermedad (13.5 + 13.1 vs 3.5 + 4.3 afios sin DCL, p=
0.108); y més afios de ser obesos (29.5 + 29.4 vs 22.8 + 19.1 afios sin DCL, p=

0.875). (Datos no mostrados).

Tabla 6.- Componentes del SM en los diferentes grupos de estudio

Sin DCL Con DCL

(n=17) (n=18) b
Sindrome Metabdlico (%) 52.9 61.1 0.825°
Resistencia Insulina (%) 50.0 70.6 0.242°
Antecedente DM tipo 2 (%) 17.6 22.2 0.735°
Antecedente Hipertension A. (%) 58.8 50.0 0.600 °
indice de Masa Corporal (Kg/m?) 29+6° 29+3° 0.187°
Circunferencia Abdominal (Cm) 94 +12° 97 +11° 0.620°
Presién A. Sistélica (mmHg) 120+9° 117 +8°¢ 0.217°
Presién A. Diastolica (mmHg) 71+8° 76+6° 0.098 "

2X2/Fisher, ° U de Mann-Whitney, ° Resultados expresados en Media + Desviacién
Estandar




68

En el grupo con DCL se observaron niveles elevados de glucemia, insulina,

indice de HOMA y bajos niveles de colesterol HLD. Aunque no hubo significancia

estadistica (Tabla 7).

Tabla 7.- Perfil bioquimico del SM en los diferentes grupos

Sin DCL Con DCL

(n=17) (n=18)

x +DE x + DE

Glucosa (mg/dl) 104 + 24 110 + 28
Colesterol Total (mg/dl) 212 + 43 199 + 38
Colesterol LDL (mg/dl) 119 + 32 113 +33

Colesterol HDL (mg/dl) 54 + 17 50 +12
Triglicéridos (mg/dl) 167 + 74 162 + 91
Insulina (uU/ml) 99+5.1 11.1+6.4
indice HOMA 26+1.9 3.0+2.2

Los datos se analizaron con la “U de Mann-Whitney” con una p<0.05.

0.488

0.222

0.656

0.934

0.532

0.721

0.500

9.1.3. Reactantes de Fase Aguda y Estrés Oxidativo

Se aprecia mayor VSG y defensa antioxidante en el grupo con DCL; mientras

que en el grupo sin DCL se encontraban elevados la PCR, dafo a lipidos y

proteinas. A pesar de ello, se observaron desviaciones estandares mayores a la

media, sin existir significancia estadistica (Tabla 8).
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Tabla 8.- Reactantes de Fase Aguday EO en los diferentes grupos

Sin DCL Con DCL
(n=17) (n=18) p

x =+ DE x = DE
VSG (mm/Hr) 185+11.6 21.2+8.2 0.284
Proteina C Reactiva (mg/dl) 0.76 +0.77 0.52+0.55 0.240
MDA (umol) 20.7+225 17.2+17.0 0.657
Carbonilos-Osazona /mg Proteinas (umol) 458+279 429+219 0.131
Sulfhidrilos /mg Proteinas (umol) 1.79+1.05 184+1.0 0.859

Los datos se analizaron con la “U de Mann-Whitney”, con una p<0.05

9.1.4. Isoformas B-Amiloide plasmatico y Morfologia Cerebral

Con respecto a la cuantificacion plasmatica de las isoformas del B amiloide (42
y 40), encontramos que ambas fueron mayores en el grupo sin DCL; pero en
contraparte hubo mayor atrofia cortical y arteriosclerosis cerebral en pacientes con
DCL, aunque sin diferencias estadisticas (Tabla 9)

Las zonas corticales cerebrales afectadas en los pacientes con DCL fueron la
frontal (70.5% vs 20.0% sin DCL, p= 0.004, OR= 9.56 IC 95%: 1.863 - 49.481), la
parietal (64.7% vs 93.3% sin DCL, p= 0.088) y la temporal (52.9% vs 40.0% sin
DCL, p=0.870); ademas de que presentaron una densidad severa de
arteriosclerosis cerebral (35.7% vs 7.7% sin DCL, p=0.490) valorada a nivel del

poligono de Willis. (Datos no mostrados)

Tabla 9.- B-Amiloide y Morfologia Cerebral en los diferentes grupos

Sin DCL Con DCL
(n=17) (n=18)
B-Amiloide 42 (pg/ml) 170.0 +545° 409+30.8° 0.987°

B-Amiloide 40 (pg/ml) 136.9+27.7° 67.0+439° 0.708°
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Relacion 42/40 amiloidea 1.17+23° 0.79+159° 0.369°
Atrofia Cortical (%) 88.2 94.4 0.603°%
Arteriosclerosis Cerebral (%) 70.6 77.8 0.711°2

2 X2/Fisher, ° U de Mann-Whitney, ° Resultados expresados en Media +
Desviacion Estandar

9.2 Efecto del tratamiento con placebo y Gb en el grupo de ancianos sin
DCL

En el grupo tratado con placebo (n=9), Unicamente se encontraron significativas
modificaciones en las glucemias en ayuno (de 103.6 + 24.3 a 110.5 + 30.9 mg/dl,
p= 0.050) y en los niveles de sulfhidrilos (de 1.80 + 1.31 a 5.76 + 5.28 umol
Sulfhidrilos /mg Proteinas, p= 0.038). (Datos no mostrados)

En el grupo tratado con Gb (n=8), se encontraron modificaciones significativas
en el incremento de los niveles de sulfhidrilos y VSG, y en la disminucién del PCR
posterior al tratamiento. Ademas de apreciarse posterior al Gb una disminucién en
el indice de HOMA, AR 42, AB 40 y relacion AB, y un aumento en los puntajes de
Neuropsi, RI, SM, MDA vy carbonilos; sin ser estadisticamente significativo los
cambios (Tabla 10). Ademas se aprecia una mejoria en la severidad de la
densidad de la atrofia cortical (de 83.3% a 50.0% postratamiento, p= 0.157) y la
arteriosclerosis cerebral (de 40.0% a 0% postratamiento, p= 0.157). (Datos no

mostrados)

Tabla 10.- Modificaciones de las principales variables de estudio en el
grupo tratado con Gb (n= 8)

4 meses con

Dia 0 Gb P
Puntajes Neuropsi 97 +11° 102+7° 0.249°
indice HOMA 28+13°¢ 27+13° 0.866°

Resistencia a la Insulina (%) 71.4 85.7 1.000 ?
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Sindrome Metabolico (%) 75.0 87.5 1.000 ?

MDA (umol) 221+239° 225+19.9° 1.000°

Carbonilos-Osazona /mg
Proteinas (umol)
Sulfhidrilos /mg Proteinas

54.4+324° 575+372° 0.889°

1.79 +0.76 © 12.4+235° 0.017*°

(Hmol)

VSG (mm/hr) 17.6+13.3°  22.0+143° 0.028*°
Proteina C Reactiva (mg/dl) 0.94+0.81° 0.63+0.69° 0.042*"
B-Amiloide 42 (pg/ml) 443 +405° 19.9+26.27° 0.237°
B-Amiloide 40 (pg/ml) 765+57.3° 750+995° 0.735°
Relacion 42/40 amiloidea 1.59+3.38° 0.80+179° 0.237°
Atrofia Cortical (%) 75.0 75.0 1.000 ®
Arteriosclerosis Cerebral (%) 50.0 50.0 1.000 @

®Mc Nemar, ° Wilcoxon, ° Resultados expresados en Media + Desviacion
Estandar, * p<0.05

9.2.1 Estudios de correlacion

9.2.1.1. Grupo placebo

El andlisis de correlacion mostré que ha menor concentracion de sulfihidrilos la
atrofia cerebral aumenta; que cuando hay mayor circunferencia abdominal
también se elevan carbonilos, y que un bajo puntaje en el test de Neuropsi lo
obtuvieron los pacientes con mayor niveles de AB 42 y 40. La relacion AB 42/40 se

relacioné directamente a la presencia de arteriosclerosis cerebral (Tabla 11)

Tabla 11.- Principales correlaciones observadas en pacientes sin DCL con
Placebo

rP N p*
Sulfihidrilos y densidad de la atrofia cerebral -0.792 9 0.011

Carbonilos y circunferencia abdominal 0.764 9 0.016
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Carbonilos y triglicéridos séricos 0.704 9 0.034
B-Amiloide 42 y puntaje del test de Neuropsi -0.736 9 0.024
B-Amiloide 40 y puntaje del test de Neuropsi -0719 9 0.029

Relacion 42/40 amiloidea y densidad de

) : 0.814 9 0.008
arteriosclerosis cerebral

P Pearson, *Spearman con *p= < 0.05.

9.2.1.2. Grupo con Gb

Existieron muy fuertes correlaciones directas entre la concentracion de VSG y
PCR con los afios de padecer HAS, los carbonilos con glicemias e IMC; ademas
de elevados niveles de AB 42 propiciaron un incremento en la relaciéon AR 42/40

plasmatica (Tabla 12).

Tabla 12.- Principales correlaciones observadas en pacientes sin DCL con

Gb
rP N p*
VSG y afos de padecer HAS 0.886 8 0.003
PCR y afios de padecer HAS 0.939 6 0.005
Carbonilos y glucemia 0.893 8 0.003
Carbonilos e IMC 0.785 8 0.021
B- Amiloide 42 y relacién 42/40 amiloidea 0.941 7 0.002

P Pearson con *p= < 0.05.

9.3 Efecto del tratamiento con placebo y Gb en el grupo de ancianos con
DCL

En el grupo tratado con placebo (n=8), se incremento la glucemia en ayuno (de
104.5 + 16.0 a 109.6 + 20.9 mg/dl, p= 0.028), el puntaje del test Neuropsi (de 82.3
+ 16.3 a 94.5 + 12.8 puntos, p= 0.017), y el B-Amiloide 42 plasmético se redujo
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(de 35.5 + 22.6 a 18.2 + 10.6 pg/ml, p= 0.018). (Datos no mostrados)

En el grupo tratado con Gb (n=10), se encontr6 modificaciones significativas
sobre el incremento del puntaje Neuropsi, y una disminucién en las areas de
memoria afectadas y el nivel de AB 40 después del tratamiento. Ademas de
apreciarse una disminucion en la RI, AB 42, relacion AR y atrofia cortical, y un
incremento en el indice de HOMA, SM, MDA, carbonilos y sulfhidrilos; sin ser
estadisticamente significativo los cambios (Tabla 13)

Posterior al tratamiento de 4 meses de tratamiento, disminuyo el deterioro de la
memoria de codificacién de figuras (de 90% a 20% p= 0.016), la severidad de la
atrofia cortical (de 66.7% a 33.3%, p= 0.083) y la arteriosclerosis cerebral (de
37.5% a 12.5%, p= 0.157). (Datos no mostrados)

Tabla 13.- Modificaciones de las principales variables de estudio en el grupo
tratado con Gb (n=10)

4 meses con

Dia 0 Gb P
Puntajes Neuropsi 82+5° 95+8° 0.005 *
Areas de Memoria Afectadas 20+09° 03+04° 0.007 *
indice HOMA 24+14° 28+23° 0.953°
Resistencia a la Insulina (%) 66.7 40.0 1.000 ?
Sindrome Metabdlico (%) 60.0 66.7 0.500
MDA (umol) 13.1+6.3° 19.0+19.0¢ 0.917°

Carbonilos-Osazona /mg

. 37.0+223° 38.7+250° 0.463°
Proteinas (umol)

Sulfhidrilos /mg Proteinas (umol) 1.8+08° 3.1+23° 0.249°
VSG (mm/hr) 18.7 +6.4 ° 189+7.4° 0.752°
Proteina C Reactiva (mg/dl) 0.45+0.56 © 0.43+053° 0.500°"
B-Amiloide 42 (pg/ml) 45.1+36.8° 17.7+106° 0.141°

B-Amiloide 40 (pg/ml) 64.0+41.8° 164+11.6° 0.028*
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Relacién 42/40 Amiloidea 1.10+2.10° 0.85+1.10° 0.345°
Atrofia Cortical (%) 90.0 80.0 1.000 ?
Arteriosclerosis Cerebral (%) 80.0 80.0 1.000 ?

*p < 0.05, *Mc Nemar, ° Wilcoxon, ° Resultados expresados en Media +
Desviacion Estandar

9.3.1 Estudios de correlacion

9.3.1.1. Grupo placebo

Existieron muy fuertes correlaciones entre elevados niveles PCR con un
incremento del colesterol LDL o del AR 40 plasmatico o una disminucién del
colesterol HDL,; baja concentracién de sulfhidrilos cuando incrementa la obesidad.
Bajos puntajes en el test de Neuropsi lo obtuvieron los pacientes con mayores

valores de relacion 42/40 amiloidea (Tabla 14).

Tabla 14.- Principales correlaciones observadas en pacientes con DCL,

con Placebo
r n p*
PCRy colesterol HDL -0.802 7 8 0.017
PCRy colesterol LDL 0.710° 8 0.048
Sulfhidrilos y mayor grado de obesidad -0.785 ° 7 0.037
B-Amiloide 40 y PCR 0.808 P 7 0.028
Relacion 42/40 Amiloide y puntajes del test de .0.766 ° v 0.045

Neuropsi
P Pearson, *Spearman con *p= < 0.05.

9.3.1.2. Grupo con Gb
Se aprecié una muy fuerte correlacion cuando existen 1) elevados niveles de
AB 40 y menores areas de memoria afectadas o afios de padecer HAS; 2)

elevados niveles de AP 42 se correlacionaron con un mayor peso corporal del
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paciente o hipertrigliceridemia o niveles de MDA o severidad de la atrofia cortical;
y 3) elevadas relaciones amiloideas 42/40 con una mayor presion arterial sistolica
o niveles de colesterol total o de carbonilo (Tabla 15).

Ademas, observamos que un mayor puntaje en el test Neuropsi se correlaciona
con bajos niveles de glucemia (r=-0.674, n= 10, p= 0.033), de colesterol total (r= -
0.733, n= 10, p= 0.016), de LDL (r=-0.720, n= 10, p= 0.019), y de carbonilos (r= -
0.812, n= 6, p= 0.050). Ademas de que mayores niveles de MDA se correlacionan
con mayores glucemias en ayuno (r= 0.9711, n= 10, p= 0.021) y areas de
memorias afectadas (r= 0.929, n= 6, p= 0.007). Aunque no se apreciaron cambios

morfolégicos. (Datos no mostrados)

Tabla 15.- Principales correlaciones observadas en los pacientes con

DCL, con Gb
r n p*

Eﬁgllmde 40 y afios de padecer -0.966 ° 4 0.034
B-Amiloide 40 y areas de memoria 20831 ° 6 0.040
afectadas
B-Amiloide 42 y peso del paciente 0.820° 6 0.046
B-Amiloide 42y triglicéridos 0.836 " 6 0.038
B-Amiloide 42 y MDA 0.859 "7 6 0.028
B-Amiloide 42 y atrofia cortical 0.889 ° 6 0.028
Relacion 42/40 Amiloidea y 0.642 " 10 0.045
presion arterial sistolica
R_elamon 42/40 Amiloideay 0812 ° 12 0.004
niveles de colesterol total
Relacion 42/40 Amiloideay 0.932 7 6 0.007

carbonilos
P Pearson, *Spearman con *p= < 0.05.
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Grafica 1. Correlacion directa del B Amiloide 42 plasmatico y el Malondialdehido
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Grafica 2. Correlacion inversa del B Amiloide 40 plasmatico y los anos de

padecer Hipertension Arterial Sistémica

9.4. Comparacion de las variables estudiadas postratamiento
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DISCUSION

El presente estudio analizé el efecto del Ginkgo biloba sobre la relacién
amiloide 42/40 plasmatica, la mejoria cognitiva y de memoria, otros
biomarcadores de neurodegeneracion como el estrés oxidativo y los reactantes de
fase aguda, uno de los principales factores de riesgo para el deterioro cognitivo
que es el sindrome metabdlico y los cambios morfolégicos cerebrales existentes
en Ancianos con DCL comparado en personas sanas de la misma edad.

10.1. Caracteristicas generales de la poblacion

La edad y género de ambos grupos de nuestra poblacién fue muy similar a
estudios previos internacionales de intervencién farmacolégica sobre ancianos
con deterioro cognitivo (Williamson, 2008; DeKesky, 2008; Blasko, 2005 y 2008;
Birks, 2010).

El sindrome metabdlico y resistencia a la insulina en nuestra poblacion fue
mayor (61.3%) a comparacion de la poblacion anciana estadounidense (43.5%)
segun los criterios de ATP Il (Yaffe, 2009), sin tener cifras mexicanas para
comparar. Por lo que es importante asociar estas variables metabdlicas con los
resultados obtenidos de los biomarcadores de neurodegeneracion o
arteriosclerosis cerebral debido a que pueden alterar o modificar dichos resultados
(Whitmer, 2005; D hyver, 2009; Sanchez; 2011).

También encontramos en nuestros ancianos, cuatro veces mas la incidencia de
atrofia cerebral cortical moderada-severa en comparacion con estudios europeos
(van der Hiele, 2007). Ademas, la historia familiar de demencia en nuestra
poblacion fue mucho menor a la reportada internacionalmente (Marcello, 2009).

10.2. Caracteristicas basales de la muestra

La edad y género de ambos grupos de estudio (Tabla 5) no tuvieron diferencia
estadistica, sugiriendo que las caracteristicas basales poblacionales fueron muy
homogéneas, sin ser un sesgo al comparar los resultados de ambos grupos.

En el grupo de ancianos con DCL (Tabla 5) encontramos menos afios de

escolaridad y un mayor tabaquismo, en comparacion con estudios previos
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internacionales (Bélanger, 2010; Geda, 2010; Diniz, 2008; Abdullah, 2009, Yaffe,
2009); siendo este ultimo un principal factor de riesgo para el deterioro cognitivo
por las sustancias toxicas que actian a nivel endotelial y cerebral, causando
principalmente un efecto trombogénico al alterar la acciéon de plaquetas y del
fibrinégeno, disminuir el éxido nitrico y la vitamina C en el plasma, y aumentar la
arteriosclerosis debido al estrés oxidativo (Akbaraly, 2010). Por otra parte una baja
escolaridad conlleva a la disminucion de la plasticidad neuronal debido a que
disminuye la neurotransmision mediada por los estimulos sensoriales (Diniz,
2008).

La memoria de codificacion en imagenes fue la mas afectada a comparacion de
la evocacion espacial, sin tener predominancia en género, similar a la demostrada
en estudios previos (Hernandez, 2011; Sanchez, 2011), esto se debe a que
existen pocas neuronas especializadas en esta area de la memoria a
comparacion de las otras que son abundantes; correspondiendo esta area a la
corteza fronto-occipital (Tirapu, 2011).

En el grupo con DCL (Tabla 6 y 7) se observo una evidente tendencia al tener
elevados los componentes del sindrome metabdlico; principalmente la resistencia
a la insulina, DM tipo 2, circunferencia abdominal, presién arterial diastodlica,
glucemia y colesterol HDL; resultados similes muestran diversos estudios previos
(Dik, 2007; Raffaitin, 2009; Akbaraly, 2010), concluyendo que son principales
factores de riesgo para el deterioro cognitivo en ancianos, debido a la diversidad
de los mecanismos implicados, tales como la alteracion en la sintesis de los
neurotransmisores y daflo en sus receptores cerebrales por efecto hormonal
directo, disfuncién endotelial vascular por alteracion del oxido nitrico, incremento
de la lipoperoxidacion y glucoxidacion periférica, o que conlleva a la disminucién
en la actividad sinaptica (Yaffe, 2009; Roberts, 2010).

Al valorar la Proteina C Reactiva (Tabla 8), la cual es una prueba
moderadamente especifica de inflamacién, no encontramos incrementos de sus
niveles en el grupo de ancianos con DCL en comparacion con el grupo control, a

diferencias de un estudio previo en ancianos con EA moderada a severa (Roberts,
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2010), y a otros estudios previos que encontraron niveles incrementados de PCR
antes del depdsito de AR o de la aparicidon de sintomas clinicos cognitivos, debido
a la baja cantidad sanguinea de adiponectina, hormona antidiabética y
antiinflamatoria que esta disminuida en presencia del sindrome metabdlico
(Devaraj, 2008; Locascio, 2008). A pesar de que existié una mayor proporcion de
ancianos con sindrome metabdlico en este grupo de estudio, la disminucién
hormonal no influyé sobre la PCR; resultados que se contraponen con estudios
previos comentados. Por lo que en esta etapa cognitiva alin no esta activados los
mecanismos de la inmunidad innata a un nivel sistémico, tal y como sucede en los
estadios moderados de la EA (Dik, 2007; Roberts, 2009; Avagyan, 2009; Noble
2010).

Estudios en pacientes con EA y DCL se ha encontrado un incremento en los
productos finales de peroxidacion lipidica como es el Malondialdehido (Lovell,
2007; Padurariu, 2010). En nuestro estudio, dichos niveles de MDA (Tabla 8)
estan incrementados dos veces su valor con respecto a ancianos sanos menores
de 70 afios de edad (Padurario, 2010); este grado de lipoperoxidacion, puede
deberse directamente al AR per sé (Murray, 2005) o a factores asociados (dieta,
envejecimiento, obesidad, disminucién del aprovechamiento de los antioxidantes
enddgenos) (Torres, 2006) influyendo importantemente sobre la asimetria de la
membrana fosfolipidica y su muerte neuronal por fagocitosis, reflejado en un
deterioro cognitivo (Lovell, 2007; Maiese, 2010; Pamplona, 2005). A pesar del
incremento del MDA observado en el grupo con DCL, esté no fue significativo
comparado con nuestro grupo control (sin DCL); esto se debid a que en el grupo
control tenian mayores antecedentes de tabaquismo, niveles de colesterol total y
LDL, triglicéridos y menores niveles de defensa antioxidante, contribuyendo a una
mayor predisposicion a la lipoperoxidacion de origen periférica (Maiese, 2010;
Olivares, 2006; Fernandez, 2011; Uttara, 2009).

A pesar de no haber valores normales de carbonilos plasmaticos en pacientes
mayores de 60 aflos de edad, nosotros encontramos en el grupo con DCL (Tabla

8) valores muy incrementados a los reportados en un estudio previo que analiz6 a
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pacientes sanos menores de 60 afios (Torres, 2006). La oxidacién de proteinas
induce la insolubilidad del AB, lo que propicia el depdsito de las placas y la
estabilizacion de los ovillos fibrilares, produciendo apoptosis neuronal (Pamplona,
2005; Krautwald, 2010). Ademas de que estos carbonilos en su forma insaturada
disminuyen la sinapsis neuronal (Picklo, 2007; LoPachin, 2008). A pesar de
encontrarse niveles elevados de carbonilos en el grupo con DCL, no mostraron
una significancia estadistica comparada con nuestro grupo control (sin DCL), esto
se debio probablemente a que existié mayores cantidades de MDA en este ultimo
grupo, estimulando de manera secundaria la formacién grupos carbonilos (Torres,
2006; Pamplona, 2005).

El aumento de los grupos sulfhidrilos en los pacientes con DCL (Tabla 8) se
relacion6 con el incremento de la lipoperoxidacion de origen amiloideo,
probablemente como respuesta compensatoria del dafio a lipidos; caracteristico
de las enfermedades neurodegenerativas como el DCL y la EA (Padurariu, 2010),
por lo que si se hiciera seguimiento al grupo con DCL, muy probablemente
encontrariamos disminuida esta defensa en los estadios avanzados de EA.

En el grupo con DCL (Tabla 9) fue mayor el cociente de la relacion AB 42/40
(11 veces) y la isoforma AR 42 plasmatica (4 veces), comparados con sus valores
normales: relacion AB 42/40 (0.064 + 0.016) y AB 42 (9.3 + 4.8 pg/ml) en ancianos
menores de 70 afios de edad (Pomara, 2005; Graff-Radford, 2007); sin tener una
predominancia de género, contrario a lo que reportd Assini y cols (2004),
demostrando un incremento significativo del AR 42 plasmatico en mujeres
posmenopausicas. Cabe comentar que aun no se han determinados niveles
plasmaticos normales en ancianos sanos mayores de esta edad. Estas
elevaciones refuerzan la hipétesis de cascada del AB, observandose desde los
estadios iniciales del deterioro cognitivo (Locascio, 2008; Blasko, 2008; Hansson,
2009; Song, 2009).

En este mismo grupo (con DCL) hubo una disminucion del A 40 a casi 3 veces
su valor normal (Tabla 9), similar a estudios previos conocidos (Pomara, 2005;

Ertekin-Taner, 2008), esto se debié a una prevalencia baja antecedentes herero-
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familiares de EA (5.3%) en nuestro grupo, en comparacion con un 23.1% de
estudios previos, con niveles normales de AB 40 (Roberts, 2009; Carrasco, 2009),
traduciéndonos indirectamente una baja prevalencia en la EA autosémica
dominante, ApoE €4, patdgenos 6 mutaciones genéticas; los cuales producen
valores estables de AB 40 en el plasma (Ertekin.Taner, 2008).

En el grupo control (sin DCL) se observaron niveles elevados de la isoforma AR
42 y su relacion 42/40 plasmética en comparacién con el grupo con DCL (Tabla
9). Estos resultados pudieron deberse a que en este grupo de pacientes hubo
valores extremos lo que modificé la media, ademas de que el mismo proceso del
envejecimiento causa una falta de homogeneidad en la estandarizacion de
cualquier valor de laboratorio.

Sabemos que la perdida neuronal se correlaciona fuertemente con el volumen
y la fase clinica del deterioro cognitivo (Devanand, 2008; Carrasco, 2009). En los
ancianos con DCL (Tabla 9) encontramos mayor atrofia cortical frontal,
relacionando este hallazgo con el deterioro en la memoria de codificacion de
imagenes, siendo la principal area de memoria afectada en nuestro estudio,
debido a la alteracion del fasciculo occipito-frontal (Tirapu, 2011); a diferencia de
reportes anteriores en los que en EA y DCL predomina la atrofia temporal,
parietal, hipocampal y frontal en ese orden (Thai, 2008; Schroeter, 2009; van der
Hiele, 2007; Leow, 2009). Por lo que es necesario estudios de imagen con una
mayor especificidad en poblacibn mexicana para corroborar nuestros resultados.
Cabe hacer mencién que en nuestra poblacién prevalecié una mayor densidad
arteriosclerotica cerebral, seguramente relacionado a la mayor proporcién del
sindrome metabdlico en nuestros ancianos, siendo el principal factor de riesgo
para el desarrollo de arteriosclerosis (Dik, 2007).

10.3. Comparacién de las variables postratamiento entre ambos grupos

10.3.1. Grupo sin DCL

En el grupo de ancianos sanos posterior al tratamiento con placebo, se aprecié
un incremento significativo de la glucemia, esto se debio a la falta de control sobre

la alimentacion en los pacientes, pero sobre todo al envejecimiento mismo, ya que
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la glucemia determinada, se aproximada a 160 mg/dl, el cual esta dentro del
rango “normal” para ese grupo de edad (D’Hyver, 2009). El incremento de los
sulfhidrilos se debié a una compensacion sobre el incremento del MDA existente
en este grupo de estudio, por un dafio a lipidos de origen periférico, y la presencia
de la hiperglucemia debido al incremento del sindrome metabdlico en este grupo
de ancianos (Yaffe, 2009; Roberts, 2010), correlacionandose este ultimo con un
incremento de oxidacion a proteinas (Tabla 11). Por otra parte, se observo que a
mayor concentracion de grupos sulfhidrilos habia menor atrofia cerebral en esta
poblacion. Ademas, se encontré que a baja cognicidon valorado por el test
Neuropsi, mas elevadas fueron las concentraciones de AR 42 y 40 plasmaticas
(Tabla 11), similar a estudios previos de demencia (Pomara, 2005; Carrasco,
2009; Van Oijen, 2006); también se aprecié que a mayor valor del cociente A
42/40, mayor fue la densidad de arteriosclerosis cerebral (Tabla 11), explicado por
el depdsito de fibrilas AB a nivel de vasos sanguineos produciendo engrosamiento
de la intima y oclusién arterial (Thai, 2008).

El uso de Gb en ancianos sanos (Tabla 10) incrementd significativamente los
niveles de sulfhidrilos, este efecto antioxidante fue similar a estudios previos
(Colciagui, 2004; lhan, 2004). Ademas se aprecié una leve disminucion con
significancia estadistica de la PCR con el uso del EGb, lo que probablemente se
llevé a cabo mediante la activacion de los genes AP1 y SP1, los cuales reducen
los niveles de citocinas proinflamatorias como la IL-13 y el TNF-a (Augustin,
2009); también se ha demostrado in vitro que los componentes Ginkgolide B y
guecertina disminuyen la produccién de prostaglandinas mediante el antagonismo
de los receptores PAF (Shi, 2009). En este grupo se encontraron los reactantes
de fase aguda, principalmente la PCR, asociado con mayor tiempo de padecer
hipertension arterial sistémica (Tabla 12), siendo el PCR un biomarcador de riesgo
cardiovascular ampliamente estudiado (Ruckerl, 2009; Yosef-Levi, 2007); por lo
que el uso de EGb también puede disminuir el riesgo cardiovascular.

Adicionalmente, en este mismo grupo el Gb (Tabla 10) disminuyé levemente los

niveles plasmaticos de AB 42 y su relacién Ap 42/40, con una correlacion positiva
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entre ambos (Tabla 12), y una leve mejoria sobre la densidad de la atrofia cortical
y arteriosclerosis cerebral; esto puede explicarse tedricamente al incremento de la
produccion de las a-secretasas corticales, produciendo un metabolismo no
patolégico del APP (Luo, 2002; Colciaghi, 2004) activacion de la metaloproteinasa
ADAM 10, que también tiene actividad de a-secretasas (Augustin 2009); dando
como resultado una reduccién en la apoptosis, mejoria metabdlica neuronal y
disminucién de la oclusion vascular cerebral; reflejado como cambios morfolégicos
corticales cerebrales y arteriales tendientes a la normalidad (Bate, 2009). También
aumento la cognicién con el uso de Gb (Tabla 10), evaluado por el test Neuropsi;
en congruencia con estudios previos de prevencion del deterioro cognitivo en
ancianos sanos menores de 85 afios de edad, siempre y cuando el tratamiento
sea estrictamente supervisado (Dodge, 2008: Williamson, 2008).

El leve incremento de los niveles de MDA y carbonilos posterior al uso de Gb
(Tabla 10), no fue significativo, y se debi6é al aumento de la prevalencia de los
componentes del sindrome metabdlico y la resistencia a la insulina en este grupo,
lo cual se ha descrito anteriormente (Olivares, 2006; Maiese, 2010; Fernandez,
2011).

10.3.2. Grupo con DCL

En los ancianos con DCL que recibieron placebo se aprecio un leve incremento
de la glucemia en ayuno, el cual esta dentro de los pardmetros normales para su
edad (D hyver, 2009). También se encontré una mejoria cognitiva valorada por el
test Neuropsi, siendo correlacionada negativamente con el coeficiente AR 42/40
plasmatico (Tabla 14), esto pudo ser consecuencia de los ejercicios de memoria
que realizaron los ancianos, con un efecto sobre la neuroplasticidad, estimulando
areas poco dafladas que compensan a las perdidas (Belleville, 2006; D hyver,
2009); ademas de que estos ancianos presentaban menor prevalencia de los
componentes del sindrome metabdlico, mayor concentracion de colesterol HDL
(asociado a menor nivel de PCR), y mayores niveles de sulfhidrilos (Tabla 14); por
lo que tenian integro su sistema inmune (Devaraj, 2008) y vias antioxidantes

(Padurariu, 2010), actuando rapidamente sobre los niveles de AB 42 plasmatico.
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Los efectos significativos que presentaron los ancianos tratados con Gb fueron
(Tabla 10): 1) mejoria cognitiva evaluada con el test Neuropsi, relacionandose a
bajos niveles de glucemia, colesterol total, LDL y carbonilos; muy probablemente
como resultado de la inhibicidon de la a glucosidasa, que ya ha sido reportada (Da
Silva, 2009), aumentando su unién al colesterol LDL (Yao, 2004) y disminuyendo
el MDA (Kudolo, 2005) respectivamente. 2) las areas de memoria afectadas se
redujeron, en especial la memoria de codificacion de figuras, esto se correlacion6
con la importante disminucion del MDA y la glucemia, sugiriendo el efecto de Gb
sobre la lipoperoxidacion cerebral (Ihan, 2004; Kudolo, 2005), como inhibidor de la
a glucosidasa y como antioxidante debido a su componente Gb4 (Huang, 2010).
3) disminucioén el AB 42, AB 40 y su cociente (42/40 plasmatico), relacionandose
con bajos niveles de MDA, carbonilos, y menor prevalencia del sindrome
metabdlico, ademas de una mejoria sobre la atrofia cortical (Tabla 15); esto se
debid a los multiples mecanismos accion que tiene el EGb, los cuales incluyen: a)
alta afinidad sobre la captacion AB 42 (Luo, 2002; Wu, 2006; Vitolo, 2009) y baja
afinidad por el AB 40 (hipbtesis propuesta por nuestro equipo de trabajo),
inhibiendo la oligomerizacion e inactivando los depdsitos de fibrillas (Wu, 2006); b)
activacion o induccién de a secretasas y del ADAM 10 debido a la activacion de la
sefnalizacion intracelular mediante la via de la proteincinasa Cp, fosfolipasa Cy A
(Colciaghi, 2004), mejoria en la funciéon mitocondrial (Augustin, 2009) y bloqueo de
la activacion del JNK (Shi, 2009); e) disminucion del MDA cerebral (Ilhan, 2004) y
periférico por la via del acido araquidénico (Kudolo, 2005) y aumentar el efecto
antioxidante del superéxido dismutasa y glutation peroxidasa (Huang, 2010); f)
contrarresta el dafio neuronal debido al sindrome metabdlico, mediante su accion
directa al aumentar la salida del colesterol libre neuronal propiciando la
disminucion el AR 42 (Yao, 2004), y sus multiples acciones indirectas como la
inhibicion de la a-secretasas (Da Silva, 2009), estimulacién de la célula
pancreatica (Kudolo, 2005) y el bloqueo de los receptores adrenergicos (Mansour,
2010).
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CONCLUSIONES

1.- La relacion AR42/ 40 en los ancianos mexicanos fue mayor que la reportada

a nivel internacional.

2.- El no detectar procesos inflamatorios a nivel sistémico en esta etapa, no

significa que estén ausentes a nivel cerebral.

3.- La oxidacién lipidica est4 estrechamente relacionada con el Deterioro

Cognitivo Leve.

4.- El Sindrome metabdlico es un factor de riesgo indirecto para el desarrollo de

esta patologia.

5.- La atrofia cortical moderada a severa y la arteriosclerosis cerebral se

relacionan con los cambios degenerativos neuronales y su deterioro cognitivo.

7.- El EGb 761 mejora la cognicion, principalmente la memoria reciente,
mediante el mecanismos directo por inhibicion de los oligdmeros e inactivacién de
los depodsitos de fibrillas de AB 42; o indirecto por incremento en la defensa
antioxidante, disminucion de la lipoperoxidacion y procesos inflamatorios, y

disminucién de los factores de riesgo cardiovasculares.

8.- El estudio sustentd la sugerencia de la aplicacion de técnicas de tamizaje
(relacion B-Amiloide 42/40) en la poblacion anciana con factores de riesgo
cognitivos, como un biomarcador no invasivo de seguimiento y control terapéutico

para esta patologia.
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PERSPECTIVAS (O RECOMENDACIONES)

Es necesario realizar estudios plasméticos con muestras representativas
(puras) sobre valores normales de estrés oxidativo, defensa antioxidante, -
Amiloide 42-40 en ancianos sanos mexicanos mayores de 70 afios de edad,
mediante grupos etarios, para que tengan una validez comparativa en los diversos
trabajos de investigacion.

Ademas de indagar otros subtipos de especies plasmaticas de dafo proteico,
lipidos, defensa antioxidante, radicales libres y genéticos de esta patologia que
nos permitan conocer la principal via implicada en el dafio neuronal degenerativo

en Mexicanos.
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Asunto: PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Anexo X

Notificamos que ha sido revisada y aprobada por éste Comité de Investigacién y Bioética el siguiente Protocolo de

Investigacion, sometido para la evaluacion del estudio clinico:

“EFECTO DEL GINKO BILOBA SOBRE LOS BIOMARCADORES DE DETERIORO COGNITIVO EN

ANCIANOS”.

- Dor lo tanto ha sido usted autorizado por el Comité de Investigacion y Bioética de este Hospital para realizar

dicho estudio en las instalaciones del Hospital Central Norte de Petréleos Mexicanos, como investigador

responsable.

Sin mas por el momento, quedamos,.de usted,

Vil

DR. ADOLFO ESQU L VILLAREAL

DIRECTOR
Presidente del Comité d /
Hospital Central Nore

vestigacion y Bioética.

~ RLG/goc

ATENTAMENTE.

DR. ROBERTO AI'_O DAIZ GOMEZ
Jefe de Engefianza ¢ Investigacion
Secretario del Comité de Investigacion
y Bioética.

Hospital Central Norte
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|NSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
~_ ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA

SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

21 de Enero de 2010.

COMITE DE INVESTIGACION
ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

El Comité de Investigacién de la Escuela Superior de Medicina, ha revisado el proyecto de investigacion
denominado:
“Efecto del Ginkgo Biloba sobre los Biomarcadores de Deterioro Cognitivo en Ancianos”

Nombre del investigador director del proyecto: Claudia Camelia Calzada Mendoza

Fecha en que se present6 el proyecto de Investigacién:‘ 21 de enero del 2010, fecha en la que se entrega el
resultado: 22 de enero del 2010. ’

~ DICTAMEN:
ACEPTADO
Firma de los integraﬁtes del Comité:
Dr. Guillermpo -Manuel Ce sReyes = Dr. Rafael Campos Rodtiguez
PRESIDENTE ‘

SECRETARIO TE

Dr,égfﬁr Lara Padilla Dr. Enrique jl Caktillo Henkel
SECRETARIO ; ‘ VOCAL: -~

Drd. Rosa Amalia Bobadilla Lugo Dr. Carlos Cas}'wfo Henkel
VOCAL VOCAL

£
Dra. Ngrna " Herrera Gonzalez
Vocal

Plan de San Luis y Diaz Miron, C.P. 11340 México D.F. Tel. 5729-6000 Ext. 62793
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INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA

SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

Enero, 26, 10

COMITE DE ETICA
ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

El Comité de Etica de la Escuela Superior de Medicina, ha revisado el proyecto de investigacién denominado:

“Efecto del Ginkgo Biloba sobre los Biomarcadores de Deterioro Cognitivo en Ancianos”
Nombre del investigador direqto} del proyecto: Claudia Camelia Calzada Mendoza

Fecha en que se presento el proyecto de Investigacion al Comité de Etica el 25 de enero del 2010, fecha en la
que se entrega el resultado: 26 de enero del 2010

DICTAMEN:

ACEPTADO

Firma de los integrantes del Comité:

Dr. Carlos Castlﬁ Henkel e ‘ DFWS\J
PRESIDENTE /\j SE RlO TECNICO

/

T

— s
Dra. Ma7 d/a Luz Sevilla Gonzalez
VOCAL

SECRETARIO ]

=

Ramses Quinto Cervantes
VOCAL




14.2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PETROLEOS MEXICANOS
SERVICIOS MEDICOS
INVESTIGACION

110

Efecto del Ginkgo Biloba sobre los Biomarcadores de Deterioro Cognitivo

Leve en Ancianos

Nombre: Edad:

Genero: Ficha: Fecha:

Peso: Talla: IMC: Cir.Abd.
T/A: FC: FR: Temp:
Lateralidad: Ocupacion:

Afos de estudio (escolaridad):

Motivo de Consulta (Memoria):

ANTECEDENTES:

Tabaquismo: ARos: indice Tabaquico:

Alcoholismo: ARoS: Toxicos:

Hipertension Arterial Sistémica: Afos: Medicamentos:
Diabetes Mellitus tipo 2: ARos: Medicamentos:

Enfermedad Infecciosa Actual:

Dx. o Tx. actual de Cancer:

Infarto al miocardio:

Enfermedades Reumatoldgicas:

Traumatismo Craneoencefalico:

Enfermedad tiroidea:

Enfermedad pulmonar:

Otra:

Medicamentos actuales (tipo, dosis y tiempo de administracién):
Anticoagulantes:

Estatinas:

AINES:

Terapia hormonal de reemplazo:

Vitamina E:
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Vitamina B:
Omega 3:
Tratamiento farmacoldgico cognitivo:
Ginkgo Biloba:
Otros:

PARA PACIENTES FEMENINAS:

Edad de inicio de la Menopausia:
Tomo terapia de reemplazo No , Si .
Porque razon, su médico le prescribi6 la terapia de reemplazo

Que medicamento tomo (si fue mas de un medicamento, favor de indicarlo).

A que dosis
Cuanto tiempo estuvo bajo terapia de reemplazo
Porque ya no contindo con el tratamiento: Olvido_ Mejoria____ Otros:
En que consistié su mejoria:




14.3. FORMULARIO PARA ANALISIS DE LABORATORIO E IMAGEN

PETROLEOS MEXICANOS
SERVICIOS MEDICOS
INVESTIGACION
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Efecto del Ginkgo Biloba sobre los Biomarcadores de Deterioro Cognitivo

Leve en Ancianos

Nombre: Edad:
Genero: Ficha: Fecha:

LABORATORIOS:

VSG: PCR: Glucemia: Colesterol Total:
C-HDL: C-LDL: Trigliceridos:

Plaquetas: Albumina: Proteinas Totales:
Insulina: B- Amiloide 42:

TOMOGRAFIA:

Atrofia: Lugar: Intensidad:

Observaciones:




14.4. FORMATO COMPLETO DEL TEST NEUROPSI

NEUROPS}

Evaluacion Neuropsicol
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VALORACION COGNITIVA:
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Deterioro Cognitivo Leve: Si No Puntaje total:
Amnésico: Si No DE:

Alteracion de Funciones Ejecutoras: Si No DE:
Deterioro del Lenguaje:  Si No: DE:
Orientacion: Si No: DE:
Atencion y concentracion: Si _ No: DE:
Habilidades visuo-espaciales y construc: Si No: DE:
Funciones ejecutivas: Si No: DE:

Lectura, estructura y céalculo: Si No: DE:
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14.5. CONSENTIMIENTO INFORMADO
PETROLEOS MEXICANOS
SERVICIOS MEDICOS
INVESTIGACION
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Efecto del Ginkgo Biloba sobre los Biomarcadores de Deterioro Cognitivo en
Ancianos

INFORMACION PARA LA PACIENTE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Usted ha sido escogido por su médico para participar de forma voluntaria
en un estudio de investigacion. Este formulario le proporcionara informacion
detallada sobre este estudio. Léalo atentamente y si lo desea coméntelo con su
familiar o pareja. Si hay algo que no entienda o si desea tener mas informacion,
por favor pregunte a su médico.

OBJETIVO DEL ESTUDIO.
Analizar el efecto del Ginkgo biloba sobre la concentracion sérica de
biomarcadores de Deterioro Cognitivo (DC) en Ancianos.

TEJIDO DE ESTUDIO.

El tejido de estudio es sangre que a usted le serd extraida por razones
meédicas, en la que se analizard la presencia de proteinas relacionadas con su
enfermedad. Al realizar la cuantificacion de dichas proteinas, se tratara de
encontrar una asociacion entre ellas y su evolucién clinica, de este modo
contribuir a una posible explicacion en su enfermedad.

Es importante mencionar que la obtencién de sangre no interfiere en nada
el resultado de su tratamiento.

Por otra parte, se pide su aceptacion para recibir como farmaco el Ginkgo
biloba, indicandole que no implica ponerlo en mayor riesgo, pues el farmaco
mencionado, es parte de los tratamientos que se prescriben para su enfermedad.

Adicionalmente se le realizaran tomografias, que a usted se le realizaran
como parte del grupo de muestras que se practican rutinariamente a personas
gue presenten el mismo padecimiento que usted.

El riesgo que tiene la administracién de Ginkgo biloba es hipersensibilidad y
sangrado, cabe sefialar que se le valorara previamente para observar que usted
no corre riesgo de presentar tales manifestaciones, y en caso de que una vez en
el estudio las llegara a tener, de inmediato se le suspendera la administracion de
Ginkgo biloba y se le dara el tratamiento oportuno.
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BENEFICIOS.

Su médico le ha pedido que participe en este estudio porque esta seguro
que no le perjudicard y por el contrario ayudara a estudiar enfermedades como la
suya, pudiendo con ello plantear opciones de prevencion y/o tratamiento mas
especificos y eficaces.

PARTICIPACION VOLUNTARIA.

Su participacién en este estudio es voluntaria, y no tendra costo para usted,
asi mismo no recibira ningan pago. Si usted decide participar en el estudio podra
retirarse de éste en cualquier momento sin penalizaciones, ni se vera afectada su
atencion médica en el futuro.

Su muestra puede no ser tomada bajo las siguientes circunstancias:

1) Si no tiene adecuadas venas superficiales para la toma de la muestra

sangre

2) Sino hay adecuada cantidad de sangre en la muestra

3) Si a usted recientemente se le detecto algun trastorno hormonal,
hipertensivo o alergico

4) Si usted no regresa para las evaluaciones pertinentes

5) Si usted decide en el tltimo momento no participar.

CONFIDENCIALIDAD.

Al firmar el consentimiento informado usted autoriza tanto al personal del
Hospital de PEMEX y de Escuela Superior de Medicina- Instituto Politécnico
Nacional y miembros del Cémite de Etica para revisar su expediente clinico.

Cualquier informacion recogida por estas personas se mantendra de
manera confidencial.

Los datos y los resultados obtenidos durante la investigacion estaran
disponibles para la paciente, el médico tratante y el equipo de investigadores que
realizan la investigacion. Los documentos que los identifican con su nombre se
mantendran de manera confidencial y si los resultados del estudio se publican, su
identidad permanecera también confidencial.

Su doctor le entregard una copia del texto de informacion del
consentimiento informado.

Para cualquier duda sobre el presente protocolo se puede dirigir con los
investigadores responsables del proyecto: Dr. Darinel Navarro Pineda, Dr.
Alejandro Uribe Hernandez (Hospital de PEMEX) y Dra. Claudia C. Calzada
Mendoza (Escuela Superior de Medicina).

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del paciente:




de

Nombre del representante legal, familiar o allegado:

de

118

afos de edad y No° de Ficha:

anos de edad.

Con domicilio en:

y N° de Ficha:

1.

2.

DECLARO EN CALIDAD DE PACIENTE

Contar con la informacion suficiente sobre los riesgos y beneficios
procedimiento que conlleva mi tratamiento.

Que todo acto médico implica una serie de riesgos debido a mi estado fisico
actual, mis antecedentes, tratamiento previos y a los procedimientos de
diagnéstico y tratamiento o una combinacion de estos factores.

Que existe la posibilidad de complicaciones desde leves hasta graves,
pudiendo causar secuelas permanentes e incluso el fallecimiento.

Se me ha informado que el personal médico de este servicio cuenta con
amplia experiencia para mi cuidado o manejo y aun asi no me exime de
presentar complicaciones.

Asimismo, me han dado a conocer que la Ley General de Salud en su
articulo 332 prohibe desde 1987 la comercializacion con sangre, siendo su
Gnica forma de obtencién la proveniente de donadores altruistas, por lo que de
acuerdo a la cirugia o al uso de hemocomponentes en mi hospitalizacion el
personal médico o del Banco de Sangre me indicaran los donadores que
deberan presentarse en el Banco de Sangre. Toda vez que la funcién del
Banco sera la de brindar el servicio y los elementos necesarios para tener
hemocomponentes de alta calidad y seguridad y en responsabilidad compartida
con el derechohabiente se tendra la disponibilidad de estos.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje
claro y sencillo, y el médico que me ha atendido me ha permitido realizar todas
las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.
También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar
ninguna explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho (a) con la informacién recibida y que
comprendo el alcance y los riesgos del tratamiento.

Del mismo modo designo a

para que exclusivamente reciba informacion sobre mi estado de salud,
diagnéstico, tratamiento y/o prondstico
Y en tales condiciones
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CONSIENTO

En que se me realice: Integracion al protocolo de estudio del Ginkgo Biloba

Que conlleva como riesgos__ Sangrados, Alergias a los componentes del Ginkgo
biloba

y como beneficio Mejoria del estado mental y fisico

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informacion recibida y que
comprendo el alcance y los riesgos del tratamiento.

En pleno uso de mis facultades, autorizo el tratamiento y/o procedimiento bajo
los riesgos y beneficios previamente enunciados.

Me reservo expresamente el derecho a revocar mi consentimiento en cualquier

momento antes de que el procedimiento objeto de este documento sea una
realidad.

En México, D.F., a los del mes de del 2010.

NOMBRE Y FIRMA DEL MEDICO NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE
INVESTIGADOR

NOMBRE Y FIRMA TESTIGO
NOMBRE Y FIRMA DEL CUIDADOR
PRIMARIO



