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RESUMEN 

 
El arnica (Heterotheca inuloides) es una planta medicinal ampliamente utilizada en 

México,  algunos de sus principales componentes con propiedades farmacológicas han 

sido caracterizados, e incluyen  sesquiterpenoides y  flavonoides moléculas con efectos 

antiinflamatorios y antioxidantes. En este trabajo exploramos  la capacidad para atrapar 

diferentes radicales libres de  los  extractos acetónico y metanólico  obtenidos  de 

Heterotheca inuloides y la comparamos con diferentes  compuestos de referencia ya 

conocidos: el ácido ascórbico, el piruvato, la penicilamina, el glutatión, la dimetiltiourea, y 

el ácido nordihidroguaiarético. Ambos extractos presentaron de 2 a 12 veces mayor  

capacidad [IC50 (mg / ml] para atrapar a  las especies de oxígeno reactivo: ABTS, DPPH,  

O2
●¯ , HOCl, H2O2, OH●, 1O2, ONOO¯ ,  que los compuestos de referencia.  Adicionalmente, 

los metabolitos del extracto metanólico presentan un potente efecto antioxidante contra la 

mayoría de especies reactivas del oxígeno producidas (con valores de IC50 de alrededor 

de 0,018 a 4.31 mg/ml); aunque son  menos potentes que el extracto  metanólico. Todos 

ellos tienen una respuesta  dependiente de la concentración. Estos extractos contienen 

múltiples ingredientes activos que pueden actuar solos o de forma sinérgica respecto a 

sus  efectos atrapadores de las diferentes especies de oxígeno. Por otra parte, la eficacia 

antioxidante in  vivo   de los flavonoides está  poco  documentada, posiblemente debido al 

conocimiento limitado  que se tiene sobre su absorción en los seres humanos. Se utilizó 

un modelo de hepatotoxicidad con  el tetracloruro de carbono (CCl4) en ratas  para evaluar 

el potencial de protección de los extractos acetónico y metanólico de Heterotheca 

inuloides. El pretratamiento con los dos extractos  de H. inuloides atenuó el aumento en la 

actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) séricas 

observada en la lesión hepática inducida por CCl4.  El efecto  protector fue confirmado por 

el análisis de muestras de tejido teñidas con hematoxilina-eosina y ácido peryódico de  
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Schiff. Además, los dos extractos resultaron ser  atrapadores del radical superóxido,  lo 

cual fue  observado por resonancia paramagnética electrónica. Por otra parte, debido al 

hecho de que en los experimentos anteriores el extracto metanólico presentó un  mejor 

efecto de protección, éste se utilizó para investigar con más detalle el mecanismo de 

hepatoprotección. La quercetina, que es uno de los principales componentes del extracto 

y es  conocida por su  actividad antioxidante fue utilizada como control positivo. El 

pretratamiento de animales con el extracto metanólico o la quercetina, previno el aumento 

de 4-hidroxinonenal y 3-nitrotirosina  en el hígado, dos marcadores de estrés oxidante. 

Por otra parte el tratamiento previo con el extracto metanólico o quercetina de H. inuloides 

previene la disminución en la actividad de varias enzimas antioxidantes (superóxido 

dismutasa, catalasa, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa y glutatión transferasa )  

que acompaña a la  lesión hepática inducida por CCl4. Estos resultados sugieren que la 

capacidad hepatoprotectora del extracto metanólico de  H. inuloides se puede asociar  a 

sus propiedades antioxidantes, que también explican las propiedades biomédicas 

atribuidas a esta planta. Estas observaciones justifican, la investigación en animales y 

estudios en seres humanos de los posibles efectos benéficos de H. inuloides, además de 

que los extractos o  sus componentes son buenos candidatos para ser utilizados en las 

industrias farmacéuticas y de alimentos como fuente accesible de antioxidantes naturales. 
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ABSTRACT 
 

 Arnica (Heterotheca inuloides) is a widely used medicinal plant in Mexico. Some of its 

main components have been characterized with pharmacological properties, among them 

sesquiterpenoids and flavonoids,  which are anti-inflammatory molecules and antioxidants. 

In this investigation, , we explored the ability to trap various free radicals of acetonic and 

methanolic extracts obtained from Heterotheca inuloides, and compared with different 

reference compounds already known: ascorbic acid, pyruvate, penicillamine, glutathione,   

dimethylthiourea, and nordihydroguaiaretic acid. Both extracts showed 2 to 12 times 

greater capacity (IC50 (mg / ml) to trap oxygen species reagent ABTS, DPPH, O2 
●¯ , HOCl, 

H2O2, OH●, 1O2, ONOO¯ , than reference compounds. Additionally, the metabolites of the 

methanolic extract showed an antioxidant effect against most reactive oxygen species 

produced (with IC50 values of about 0.018 to 4.31 mg / ml), although less potent than the 

methanol extract, they all have concentration-dependent response. These extracts contain 

multiple active ingredients that could act synergistically about trapping of the different 

species of oxygen. On the other hand, the antioxidant efficacy of flavonoids in vivo is 

poorly documented possibly because of the limited knowledge about their  absorption in 

humans. We use a model of hepatotoxicity with carbon tetrachloride (CCl4) in rats to 

evaluate the protective power of acetonic and methanolic extracts  of Heterotheca 

inuloides. Pretreatment with the two extracts of H. inuloides attenuated the increased 

activity of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels 

observed in the CCl4 induced liver injury. The protective effect was confirmed by analysis 

of tissue samples stained with hematoxylin-eosin and Schiff periodic acid.  In addition, 

both extracts were found to be trap superoxide radical, which was observed by electron 

paramagnetic resonance. Moreover, due to the fact that the methanolic extract in the 
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previous experiments showed a better effect of protection, we used it to investigate in 

more detail the mechanism of hepatoprotection. Quercetin, one of the main components of 

the extract and  known for is antioxidant activity, was used as a positive control. 

Pretreatment of animals with the methanolic extract or quercetin, prevented to increase 4-

hydroxynonenal and 3-nitrotyrosine in the liver,  two markers of oxidative stress. Quercetin 

prevents the decrease in activity of several antioxidant enzymes, superoxide dismutase, 

catalase, glutathione reductase, glutathione peroxidase and glutathione transferase 

accompanying the CCl4 induced liver injury. These results suggest that the 

hepatoprotective capacity of the methanol extract of H. inuloides may be associated with 

its antioxidant properties, which also explains the biomedical properties attributed to l this 

plant. On the other hand, extracts or components are good candidates tube used in 

pharmaceutical and food industries as an accessible source of natural antioxidants. These 

observations justify research on animals and human studies about the beneficial effects of 

Heterotheca inuloides 
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1.INTRODUCCION 

En los anales de la historia de la medicina, pocos eventos han tenido el impacto tan 

profundo como el ocurrido a consecuencia del conocimiento de los radicales libres (RL),  

las especies reactivas de oxígeno (ROS)  y de su influencia en los  seres vivos. La 

producción de los ROS es un proceso natural, inevitable y constante; un continuo proceso 

biológico, que es consecuencia de la vida en un ambiente aeróbico. Todas las células, 

independientemente de su tipo, producen ROS continuamente. La producción de ROS y 

el estrés oxidante se asocian con la lesión tisular y muchos procesos patológicos, 

incluyendo arterioesclerosis,  diabetes, cáncer, enfermedades neurodegenerativas, 

enfermedades del hígado y el proceso normal de envejecimiento (Halliwell  y Gutteridge. 

2001; Valko  y cols., 2007; Seifried  y cols.,  2007). Lo anterior ha provocado varias  

investigaciones encaminadas a conocer y regular la producción de radicales libres y el 

estrés oxidante (Bayraktar  y cols., 2010; Golbidi  y Laher 2010; Moreira  y cols., 2010). 

Las especies oxidantes provocan daños acumulativos en moléculas fundamentales para 

el funcionamiento del organismo, tales como proteínas, lípidos y ADN. No obstante, el 

organismo tiene sus propios mecanismos de defensa para hacer frente a la acción de las 

especies oxidantes. En determinadas situaciones,  las defensas antioxidantes pueden 

verse superadas por la excesiva generación de ROS. Este desequilibrio entre especies 

oxidantes y antioxidantes se conoce como estrés oxidante, el cual está asociado a 

numerosas  enfermedades como se mencionó anteriormente. Los sistemas antioxidantes 

endógenos como la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión 

peroxidasa (GPx) y antioxidantes  con grupo tiol, son las primeras defensas contra los 

radicales libres, y los no enzimáticos como glutatión (GSH), vitamina E (tocoferol), 

vitamina C (ácido ascórbico), bilirrubinas y ácido úrico (Halliwell B y Gutteridge JM  2001 ; 

Valko  y cols 2007; Matés y Sánchez-Jiménez  1999),  pueden ser reforzados mediante la 

incorporación en la dieta de compuestos antioxidantes que actúan como coadyuvantes 
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frente al efecto deletéreo de la exposición a ROS. Existen abundantes estudios científicos 

que demuestran que compuestos polifenólicos como los flavonoides, carotenoides, 

moléculas como vitamina C y E,  pueden actuar capturando  ROS (Valko y cols 2007;  

Albano E 2006; Fang  y cols 2002; Cotelle  2001). Si bien la mayoría de los reportes se 

basan en la determinación de su capacidad antioxidante en ensayos in vitro y de carácter 

físico-químico, se ha extrapolado su potencial beneficio en la protección  in vivo. No 

obstante, no hay suficiente evidencia experimental que aporte antecedentes respecto de 

la capacidad de protección de estos compuestos  ante  el estrés oxidante en modelos 

fisiológicos o funcionales. 

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este estudio es determinar el efecto antioxidante 

y protector de Heteroteca inuloides (árnica) tanto in vitro como in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

2. Antecedentes  

 

2.1 Especies Reactivas de Oxígeno (ROS). 

Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura atómica 

presentan un electrón desapareado o bien un número impar en el orbital externo, dándole 

una configuración espacial que genera una alta inestabilidad (Halliwell  y Gutteridge 

2001). Los ROS  tienen vida media corta debido a su gran reactividad por sus electrones 

desapareados, los cuales interactúan con moléculas o elementos que generalmente 

poseen electrones apareados, produciéndose una oxidación de las moléculas  

estructurales de las células causando daño irreversible (Pietta, 2000).   Algunos jemplos 

de radicales son: Superóxido    (O2
•-), Hidroxilo, (OH••••), Peroxilo (RO2 

•-), Hidroperoxilo  (HO2
••••), 

Oxígeno singulete  (1O2) y no radicales  como: peróxido de hidrógeno (H2O2), el ácido 

hipocloroso (HOCl), ozono (O3). Además de los radicales de oxígeno, también hay 

especies reactivas de nitrógeno como el óxido nítrico (NO•) y dióxido de nitrógeno (NO2),  

así como moléculas con carbono como triclorometil (CCl3•), que es un producto del 

metabolismo del tetracloruro de carbono (CCl4) (Valko y cols 2007; Recknagel  y cols 

1989). (Tabla1). 
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Tabla 1 Especies reactivas de oxígeno  

Radicales No-Radicales 

Superóxido    (O2
•-

) Oxígeno singulete  Forma 1∆   (1O2) 

Hidroxilo        (OH••••) Peróxido de Hidrógeno           (H2O2) 

Peroxilo         (RO2 
•-) Ozono                                       (O3) 

Alcolxilo         (RO••••) Anion Peroxinitrito                  (ONOO
-
) 

Hidroperoxilo  (HO2
••••) Acido Hipocloroso                  (HOCl) 

Oxígeno singulete  Forma 

 1∑  (1O2) 

Acido Bromoso                      (HOBr) 

 

Las reacciones univalentes (reacción 1) que llevan a la formación de las ROS se deben a 

la reducción sucesiva del oxígeno a anión superóxido al incorporar un electrón, a peróxido 

de hidrógeno al aceptar 2 electrones y a radical hidroxilo al aceptar 3 electrones  

(Hansberg 2002). (Reacción 1) 

Reacción 1 

 

 

2.1.1 OXÍGENO SINGULETE (1O2).  

Cuando uno de los electrones desapareados del oxígeno absorbe energía e invierte su 

rotación (giro), se forma el 1O2. Existen dos formas del oxígeno singulete: La sigma (1∑) 

que es un radical libre, debido a que conserva los dos electrones desapareados en los 

orbitales moleculares externos 2π* (cada electrón en un orbital), es muy reactivo y tiene 

una energía de excitación de 157 kJ por encima del oxígeno, y el estado  delta (1∆) el cual 

posee dos electrones en un solo orbital 2π* por lo que no es un radical libre ya que no 
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posee ningún electrón desapareado, y posee una energía de 93.6 kJ por encima del 

oxígeno (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri  2006). De la misma forma, la 

formación de 1O2 es llevada a cabo por fagocitos activados (reacción 2), los cuales son 

células que forma parte del sistema inmunológico de los seres vivos (por ejemplo los 

monocitos y macrófagos) y que son estimuladas cuando ya existe o hay posibilidad de 

daño a las células (Redmond y Gamlin 1999).  

                      Reacción 2 

                         

Dentro de sus blancos biológicos se encuentran:  ADN, ARN, proteínas, lípidos y 

esteroles, sin embargo, debido a la abundancia de proteínas dentro de los sistemas 

biológicos y a la velocidad de reacción con el oxígeno singulete, éstas son probablemente 

su mayor objetivo intracelular. Se cree que los daños causados a las proteínas tiene un 

papel clave en el desarrollo de cataratas y algunos tipos de cáncer de piel (Davies y 

Truscott  2001;  Trautinger  2001) 

 

2.1.2 ANIÓN SUPERÓXIDO (O2
•-). 

La produción del superóxido  se lleva acabo dentro de la mitocondria de la célula 

mediante  la reducción del oxígeno en la cadena respiratoria, mediada por  (NADPH) 

oxidasa y xantina oxidasa (reacción 3). Es considerado  como  una fuente primaria de 

ROS y puede interactuar con otras moléculas para generar ROS secundarios a través de 

procesos catalizados por enzimas o metales (Aruoma 1994;  Valko  y cols 2007). El O2
•-  

también se produce en células que forman parte del sistema inmune como  los monocitos 

o macrófagos, cuando estas células se activan, el complejo enzimático de la NADPH 

oxidasa localizado en la membrana citoplasmática, reduce parcialmente al O2 generando  

O2
•-  en grandes cantidades  (reacción 4) (Diplock  1994). 
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Reacción 3 

 

Reacción 4 

  

 

2.1.3  RADICAL HIDROXILO (OH••••). 

El radical hidroxilo OH• e altamente reactivo, con una vida media de 10-9 s (Valko  y cols.,  

2007). Esta especie se puede formar por la radiación de alta energía como los rayos X, 

por división homolítica de la molécula de agua o cuando el H2O2 acepta un electrón 

desapareado por ejemplo, de un metal de transición como el Fe2+ o el Cu+, se forma el 

OH•   y el ión hidroxilo (OH-) (reacción de Fenton, reacción 5) (Diplock  y cols.,  1998). 

Reacción 5 

 

La participación del  O2
•- y de H2O2 en la reacción Haber-Weiss, catalizada por un metal de 

transición, también es una fuente de producción de OH•  (reacción 6) (Cheng  y cols.,  

2002). 

Reacción 6 

 

                   

El OH• también se puede generar  por medio de la reacción HOCl  y O2
•- (reacción 7)  

(Halliwell  y Gutteridge 2001). 

Reacción 7 
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2.1.4 PERÓXIDO DE HIDRÓGENO (H2O2). 

La mayor parte de esta especie proviene de la reducción del  O2
•- catalizado por la enzima 

superóxido dismutasa (SOD), (reacción 8) 

Reacción 8. 

                                

 Aunque el  H2O2 no es un radical libre y es poco reactivo, puede difundirse a través de los 

compartimientos celulares y reaccionar con el O2
•- en presencia de metales de transición, 

para generar OH•. Por esta razón se le considera un oxidante importante en las células de 

los organismos aerobios. Un grupo de flavoenzimas localizadas en el retículo 

endoplasmático del hígado y el riñón son importantes en el metabolismo de los 

aminoácidos y producen H2O2. (Cárdenas-Rodríguez  y Pedraza Chaverri  2006). 

El H2O2  forma aductos con algunos carbohidratos, aminoácidos y bases nitrogenadas. 

Diversas enzimas como la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa o la fructosa-1,6-

difosfato fosfatasa del cloroplasto se inactivan con el H2O2. A bajas concentraciones el 

H2O2 es poco reactivo, sin embargo, a concentraciones  elevadas es capaz de oxidar los 

grupos –SH de las proteínas y causar ruptura de las hebras del ADN (Hansberg, 2002). 

 
2.1.5 ANIÓN PEROXINITRITO (ONOO-). 

El  peroxinitrito es un anión de fórmula ONOO-.  Es una especie reactiva de nitrógeno  que 

se forma a partir del  radical  NO• cuando se produce simultáneamente el O2
•- (reacción 9). 

Reacción 9  

 

También se forma por la reacción del peróxido con nitrito  (reacción 10) 
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Reacción 10 

H2O2 +NO2                    ONOO¯   + H2O 

                                                  

 

El ONOO- es capaz de modificar un gran número de moléculas como  ADN, proteínas, 

aminoácidos y enzimas. El aminoácido tirosina  es particularmente propenso al ataque  

del ONOO-,  el producto de esta reacción es la formación de 3-nitrotirosina (3-NT) (Pacher 

y cols.,  2007; Liaudet 2009;  Rubbo  y cols., 2009) la cual  es utilizada como un marcador 

de la oxidación de proteínas (Halliwell  1997; Bartesaghi y cols., 2010). Se sabe que el 

ONOO- está  involucrado en varios estados patológicos (Rubbo  y cols., 2009; Cárdenas-

Rodríguez y Pedraza Chavarri 2006). Durante su descomposición a pH fisiológico, el 

ONOO− puede producir algunos radicales libres que son oxidantes fuertes (reacción 11). 

Estos productos de descomposición se forman por dos mecanismos: el primero implica la 

protonación del ONOO− para formar el ácido peroxinitroso (ONOOH), el cual experimenta 

una descomposición homolítica y genera dos radicales, OH• y dióxido de nitrógeno (NO2
•),  

que son altamente reactivos. El segundo mecanismo es la reacción entre el ONOO− y el 

dióxido de carbono (CO2) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO2
• ), el cual se 

descompone para dar NO2
•
 y radical carbonato (CO3

•-). (reacción 11), (Xiong y cols., 

2007).  

 

     Reacción 11. Formación de ONOO- y sus productos de descomposición  
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2.1.6 ÁCIDO HIPOCLOROSO (HOCl). 
 
El ácido hipocloroso (HOCl) es un ROS con un fuerte poder oxidante, producido en 

neutrófilos y monocitos  vía reacción de H2O2 con iones cloro Cl- y catalizados por la 

enzima mieloperoxidasa (MPO)  (reacción 12). 

                           Reacción 12 
                                                        MPO 

                  Cl- + H2O2                     HOCl + H2O  
                                                          H+ 
 

La producción del hipoclorito es parte de los mecanismos de defensa contra los 

microorganismos. También se ha demostrado que el HOCl puede tener como blanco a 

proteínas y  lipoproteínas. La oxidación de las proteínas  por el ácido hipocloroso ha sido 

implicado en diferentes enfermedades, incluyendo arterioerosclerosis, enfermedad 

inflamatoria del intestino, artritis reumatoide  y varios cánceres (Van der Veen  y cols.,  

2009; Firuzi  y  cols., 2004).  

2.2  ESTRÉS OXIDANTE. 
 
Se ha estimado que alrededor de 10, 000 a 20, 000 radicales libres  y otras especies 

tienen  contacto o se producen  en  el  organismo humano cada día  (Valko  y cols., 2004; 

Dreher y Junod 1996). Diferentes factores pueden conducir al estrés oxidante por 

ejemplo: exposición a contaminantes ambientales, radiaciones ionizantes, metales, 

pesticidas, ciertos fármacos, diabetes, arteriosclerosis, cáncer, desórdenes 

neurodegenerativos, procesos de envejecimiento, etc. (Pacher y cols., 2007; Albano  

2006; Valko y cols., 2004; Halliwell and Gutteridge 2001). Un incremento en la  producción  

de ROS o una  baja  en las concentraciones  de las defensas antioxidantes puede 

provocar, como se mencionó anteriormente, estrés oxidante, cuyo desbalance,  bajo 

condiciones fisiológicas normale, las células son capaces de equilibrar. Este proceso se 

puede llevar a cabo gracias al sistema enzimático antioxidante (Matés  2000; Halliwell  y 
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Gutteridge 2001). Las defensas antioxidantes son muy importantes ya que remueven los 

RL, promoviendo una protección a los sistemas biológicos. Los antioxidantes son 

sustancias que se encuentran en pequeñas concentraciones en comparación con un 

sustrato oxidable, previenen o retardan la oxidación  de dicho sustrato y  protegen a los 

sistemas biológicos (Halliwell  y  Gutteridge  2001).  

El sistema antioxidante puede ser clasificado en dos partes: agentes antioxidantes de alto 

peso molecular y agentes antioxidantes de bajo peso molecular. 

 

2.2.1 Agentes antioxidantes de alto peso molecular 

2.2.2 Superóxido dismutasa (SOD): Cu-Zn SOD y Mn SOD. 

 

 Son proteínas que contienen metales, y se encuentran presentes  en todas las células 

eucariotas. La  isoforma Cu -Zn SOD es una enzima que se encuentra en el citoplasma, 

núcleo y plasma, es un homodímero de 32.5 KDa, contiene Cu (II) y Zn (II) en el sitio 

activo formando un puente con el imidazol o histidina. La otra isoforma, se encuentra en la 

matriz mitocondrial (Mn-SOD), y es un homotetrámero de 95 KDa que contiene Mn(II) en 

su sitio activo, las concentraciones intracelulares de SOD  se encuentran  en un intervalo 

de 106 y 105 mM (Marklund  y cols., 1982; Matsuda  y cols., 1990; Elshafey y cols.,  1994; 

Valko y cols., 2007). La SOD cataliza la conversión del  superóxido a peróxido (reacción 

13) tiene una alta actividad en hígado, riñón y músculo y presenta baja actividad en el 

cerebro al ser comparada con el hígado (Leeuwenburgh  y  Ji 1995).      

 

                             Reacción 13  
                                                                    

                                      SOD 

  2O2

•- 
+   2H

+                     
O2  + H2O2 
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 2.2.3 Catalasa (CAT). 
 
La CAT es una enzima que contiene grupo hemo (Chaudiere  y Ferrari-Iliou 1999).  Esta 

enzima es un tetrámero de aproximadamente 240 KDa (Cheng y cols., 1981). Es una de 

las enzimas más eficientes y se conoce que no puede ser saturada por el peróxido a 

concentraciónes elevadas (Lledías y cols., 1998), protegiendo a las células del daño 

oxidante;  se encuentra principalmente en las mitocondrias y los peroxisomas y cataliza la 

reducción del peróxido de hidrógeno a agua (reacción 14)  

                                      Reacción 14                         

                                                                          CAT 

                                2H2O2               2H2O+ O2 

 
 
 
 
2.2.4 Glutatión peroxidasa (GPx). 
 
Es un tetrámero de aproximadamente 80 KDa,   cataliza la reducción de una variedad de 

peróxidos e hidroperóxidos (ROOH y H2O2) utilizando  glutatión (GSH), se encuentra 

presente como varias isoformas. La GPx citosólica  y mitocondrial (cGPx, GPx-1) están 

presente en el citosol  y mitocondrias de casi todos los tejidos con diferente distribución;  

cataliza la reducción de peróxidos, hidroperóxidos fosfolipídicos, la GPx1 se localiza en 

los eritrocitos, hígado y riñón. La GPx plasmática (pGPx, GPx-3) está presente en los 

fluidos extracelulares de varios tejidos, aunque es en riñón donde existe en una alta 

concentración. La GPx de fosfolípidos (PHGPx, GPx-4) está en la membrana y citosol de 

varios tejidos, funciona como antioxidante en membrana celular y es abundante en 

testículos y en células epiteliales renales (Imai y Nakagawa  2003) La GPx gastrointestinal 

(GI-GPx, GPx-2) está presente en el citosol de células de riñón y tracto intestinal en 

humanos, funciona como antioxidante en tracto gastrointestinal (Brigelius-Flohe 1999; 

Matés 2000;  Chu y cols., 2004; Hirotaka y Yasuhito 2003; Comhair y Erzurum 2005). Es 
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la mayor fuente de protección contra el estrés en concentraciones bajas, aunque quizá la 

CAT tenga una protección más significativa en un estrés oxidante severo (Yan y  Harding  

1997). 

Esta enzima cataliza la reducción de peróxidos empleando dos moléculas de glutatión 

reducido (GSH). Los productos de la reacción son el glutatión oxidado (GSSG) y el agua 

(reacción  15). 

                   Reacción 15   

                                            GPx 

                    H2O2 + 2GSH          GSSG + H2O 
                

 
2.2.5 Glutatión reductasa (GR).  
 
La glutatión reductasa es una flavoenzima dependiente del nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reducción del glutatión oxidado 

(GSSG) a glutatión reducido (GSH) el cual será utilizado por la glutatión peroxidasa (GPx) 

para la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) y de lipoperóxidos (L-OOH), que son 

elementos tóxicos. La GR es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades 

idénticas entre sí unidas por un puente disulfuro,  con un peso molecular de 51 569 

Daltons. Es una enzima que se encuentra en citoplasma y tiene a la coenzima FAD+ en 

su sitio activo. Esta enzima cataliza la reducción de GSSG empleando la coenzima 

NADPH (reacción 16): 

 
                 Reacción 16 
 
                                     GR 

GSSG + NADPH + H               NADP+ + 2GSH 
 
 
Las evidencias indican que el NADPH reduce a FAD, el cual transfiere dos electrones a la 

unión disulfuro (-S-S-) entre dos residuos de cisteína del sitio activo. Dando origen a  dos 
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moléculas de GSH. La GR mantiene los niveles adecuados de GSH en la célula (Harris 

1992) para ser utilizado por la GPx en la eliminación del H2O2. Por lo tanto, la alteración 

de la actividad de la GR provocará disminución en las concentraciones de GSH dando 

lugar a un aumento en los niveles de ROS. 

 

2.2.6 Glutatión S-transferasa (GST). 
 
Hasta el momento se han identificado dos isoformas, la GST citosólica y la GST 

microsomal. Las GST citosólicas están divididas en cuatro familias principales: α, µ, π y θ, 

y en cuatro familias minoritarias: ζ, σ, κ y ω. Las GST citosólicas están constituidas por 

dos subunidades proteínicas idénticas, mientras que las GST microsomales son trímeros 

(Sharma  y cols.,  2004). Su función primaria es catalizar la conjugación de GSH con una 

gran cantidad de compuestos orgánicos (RX). La reacción general de esta enzima es: 

 

                                Reacción 17 

                                                                GST 

                            RX + GSH               RSG + HX 

Se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperóxidos de lípidos por medio de 

una actividad de glutatión peroxidasa independiente de selenio y  estas enzimas también 

pueden desintoxicar al 4-hidroxinonenal, un producto de la peroxidación de lípidos.  

 

 2.3 Agentes antioxidantes de bajo peso molecular. 
 
Los agentes antioxidantes de bajo peso molecular generalmente se clasifican como 

hidrosolubles (principalmente vitamina C, GSH y ácido úrico) y como liposolubles 

(principalmente vitaminas E y A y bilirrubina). Es importante señalar que tanto la vitamina 

C como la vitamina E se obtienen de la dieta. De la misma manera, se conocen otros 

antioxidantes que son obtenidos también de algunos alimentos, principalmente frutas y 
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verduras y que contribuyen a prevenir el estrés oxidante, por ejemplo, compuestos 

carotenoides como el licopeno, la luteína y el beta-caroteno, y compuestos fenólicos como 

los flavonoles, flavonas, flavononas, antocianidinas y fenilpropanoides (Mustacich  y cols., 

2007; Valko  y cols., 2007; Duarte  y Lunec  2005;  Padayatty y cols., 2003). 

 

2.3.1 Glutatión (GSH). 

Es un tripéptido formado por el glutamato, cisteína y glicina, es el mayor tiol antioxidante 

intracelular y se encuentra en concentraciones de 1-11 mM en el citosol, 3-5 mM en el 

núcleo, y 5-11 mM en la mitocondria; es soluble en esos compartimentos. En los 

hepatocitos se encuentra en concentraciones de de 7 a 10 mM  (Hammond  y cols., 2007) 

y en el núcleo mantiene el estado redox importante para la expresión y reparación del 

ADN. 

Los  papeles  protectores del glutatión  son: (1) es cofactor de varias enzimas 

desintoxicantes p.e: GPx, GST, entre otras; (2). participa transportando aminoácidos a 

través de la membrana plasmática; (3). es atrapador del HO• y del 1O2, desintoxicante de 

H2O2  y peróxidos lipídicos y  (4) ayuda a regenerar  antioxidantes como las vitamina C y 

E  (Pastore y cols., 2003).  

 

2.3.2 Vitamina C (ácido L-ascórbico). 

La vitamina C es un antioxidante soluble en agua importante, se encuentra en grandes 

concentraciones en el plasma (60–100 mM),  es atrapador de radicales libres  como el O2
•-  

y HO•, previniendo  el daño oxidante en las células (Duarte  y Lunec  2005). La vitamina C 

actúa como donador de electrones y por lo tanto es un agente reductor.  En la figura 1 se 

ejemplifica su mecanismo de acción: el  oxhidrilo del ácido L-ascórbico reduce al radical 

anión superóxido al  cederle un electrón, formando peróxido, al mismo tiempo que 

participa  en la reducción del α-tocoferilo a vitamina E (Padayatty y cols., 2003). Sin 
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embargo, a concentraciones altas (0.3–20 mM) la vitamina C  tiene una actividad 

prooxidante, que depende de metales de transición como Cu2+ o Fe2+  a través de los 

cuales se forma el  HO• (Duarte  y  Lunec  2005). 

 

                 

  Figura 1. Reacción del ácido  L-ascórbico con el radical anión superóxido 

 

 
2.3.3 Vitamina E (α-Tocoferol). 

La vitamina E es el término de un grupo de α-tocoferoles con una alta actividad biológica.  

Esta se puede incorporar como constituyente y estabilizador de la estructura de la 

membrana celular. La vitamina E es efectiva como agente antioxidante convirtiendo O2
•- 

HO• y los radicales lipo-peroxilo en moléculas menos reactivas de acuerdo con la reacción 

que se presenta en la Figura 2 (Mustacich  y cols., 2007). 

El oxidrilo del α-tocoferol dona un electrón al radical HO• , estabilizando el radical al formar 

el anión hidroxilo. La molécula de α-tocoferol al ceder un electrón se constituye en un 
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radical α-tocoferoxilo, el cual es estabilizado al aceptar un electrón proveniente del 

ascorbato, restituyendo la estructura de α-tocoferol. 

             Figura 2. Reacción de α-tocoferol con el radical HO• 

 

2.3.4 Selenio (Se). 

El Selenio es considerado un elemento  traza constituyente de las proteínas, en especial 

de las llamadas  selenoproteínas de las cuales forma parte: la glutatión peroxidasa,  la 

tiorredoxina reductasa, la yodotironina deiosinasa, la metionina sulfóxido reductasa B, la 

selenoproteína P y W, las cuales son consideradas como antioxidantes de peróxidos,  en 

especial, de los que actúan sobre los lípidos, atrapando a diferentes  ROS  en especial al  

O2
•- (Burk y cols., 2003; Lu  y Holmgren  2009).  

Además de los antioxidantes no enzimáticos que protegen al organismo del daño causado 

por los radicales libres encontrados en el plasma, se encuentra la albúmina. Esta proteína  

es el mayor antioxidante en circulación, ya que puede inhibir las oxidaciones lipídicas y la 

acción de diferentes radicales por su acción de atrapadora (Medina-Navarro  y cols., 
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2010). El ácido úrico es el producto final del metabolismo de las purinas y también es un 

buen atrapador de radicales libres que reacciona con el OH•••• y el HOCl,  principalmente, el 

1O2 y radical peroxilo, pero no del  NO•  (Glantzounis y cols.,  2005;  Halliwell  1996). 

La bilirrubina  es el producto final de la degradación del grupo hemo, siendo sus 

precursores la hemoxigenasa y la biliverdina. (Tomaro y Batlle 2002).  Por otro lado, la 

bilirrubina es un antioxidante más eficiente que la albúmina por su alta actividad 

reductora, la bilirrubina unida a la albúmina protege a esta última contra el daño  por 

radicales libres.  Reacciona como atrapador de radicales peroxilo y de 1O2 (Stocker y 

cols., 1987), así como de las especies libres de nitrógeno  (Barone y cols., 2009.) 

 

2.4  POLIFENOLES. 

Los polifenoles son fitoquímicos de bajo peso molecular, esenciales para el ser humano. 

Estos constituyen uno de los metabolitos secundarios de las plantas más numerosos y 

distribuidos por todo el organismo, con más de 800 estructuras diferentes conocidas en la 

actualidad. Estas moléculas representan a una gran variedad de compuestos divididos en 

varias clases (ácidos hidroxibenzoicos, antocianinas, flavonoides, flavonas, isoflavonas, 

ligninas etc), y se pueden encontrar en frutas, vegetales, vino, té, chocolates y otros 

productos de cocoa, por lo que son parte integral de la dieta de los seres humanos, su 

concentración en plasma o tejidos es más baja que la del ácido ascórbico o del tocoferol. 

Los polifenoles poseen una estructura química ideal para  donar  electrones o hidrógenos, 

por lo que son buenos reductores. Los flavonoides en especial tienen una poderosa 

acción antioxidante in vitro, siendo capaces de atrapar una  amplia variedad de especies 

reactivas  actuando como agentes reductores. Además pueden quelar iones de metales 

de transición (Pietta  2000; Cotelle  2001; Rice-Evans 2001; Wang y Ho   2009). 
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2.5 HETEROTHECA INULOIDES. 

Las plantas son una fuente rica en fitoquímicos bioactivos, se sabe que aproximadamente 

5000 fitoquímicos han sido caracterizados en frutas, vegetales y granos, pero hay otro 

gran número que no ha sido identificado y que es necesario conocer por sus posibles 

aplicaciones en beneficio de la salud. Los fitoquímicos se han clasificado en carotenoides, 

fenoles, alcaloides, compuestos que contienen nitrógeno y grupos tiol (-SH); hay 

evidencias que sugieren que éstos están involucrados o son una fuente importante en la 

prevención de enfermedades crónicas (Liu 2003; 2004). 

Las funciones que se le atribuyen a los fitoquímicos naturales son: agentes antioxidantes, 

potenciadores del sistema inmune, antinflamatorios, antimutágenos, anticancerígenos y 

antibacterianos. Existen evidencias que  sugieren que pueden ser de gran ayuda en 

enfermedades inducidas por el estrés oxidante ocasionado por los RL (Liu R 2003; 2004;  

Matkowski y Piotrowska 2006). 

Por otro lado, es muy importante que los usuarios que consumen o utilizan las plantas en 

la  terapia de diferentes padecimientos,   tengan conocimiento de su potencial así como 

sus posibles efectos adversos.  

En México se sabe  que existen cerca de 30,000 especies de plantas de las cuales en 

1997 el Instituto Nacional Indigenista documentó 3,000 con usos en la medicina 

tradicional por personas que habitan en comunidades rurales y  urbanas, lo cual es 

considerado como evidencia de su eficacia (Almaguer 2001;  Martínez 1989). 

 Una planta muy utilizada en nuestro  país es la Heterotheca inuloides conocida como: 

arnica, acahua,  acahualli, arnica de campo, arnica de monte, arnica del país, arnika 

(purépecha), cuateteco, falsa árnica y tlályetl (nahuatl) (Martínez 1984). Fig 3 
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        Figura 3. Heterotheca inuloides     

               
Heterotheca inuloides  pertenece a la  familia de las compuestas, tiene hojas  alargadas y 

anchas, sus flores están agrupadas y colocadas en forma circular. Se encuentra 

generalmente en climas cálido, semicálido, semiseco y templado de hábito perenne o 

anual. Llega a medir hasta 1 m de alto, y se encuentra en bosques de pino y encino. Por 

su amplio uso medicinal, frecuentemente es cultivada en los huertos familiares y su 

cosecha se realiza en la época de floración.  

Se encuentra distribuida  en Chihuahua, Durango, Guerrero  (Coyuca de Catalán), Jalisco: 

Guadalajara; Michoacán (Zitácuaro, Tacuaro, Coalcoman de Vázquez); Hidalgo 

(Gangueo); Morelia (Ocampo); Oaxaca, Puebla y  Estado de México. 

En la medicina tradicional Heterotheca inuloides adquirió gran popularidad porque en ella 

se encontraron propiedades medicinales muy útiles, además de que es de fácil 

adquisición y bajo costo. Se utiliza  la planta completa  y se consume como agua de 

tiempo para aliviar los dolores de pulmón, de corazón, muscular, reumático, estomacal, 

renal y úlceras; también se utiliza en forma de compresas, macerado o en forma de 

pomada mezclada con manteca o cataplasmas, para curar llagas, moretones, granos, 

rozadura, desinflamar golpes, heridas o  para el dolor de muelas. 
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La parte aérea (flores, pétalos, estambres) en cocimiento se usa para lavar heridas, se 

aplica en contusiones y ronchas. Para la inflamación de matriz y ovarios se aplican 

compresas. El follaje es utilizado como analgésico para dolores de pecho, ardores de 

estómago, gastritis, así como golpes internos y externos. Las hojas en cocimiento 

desinfectan y desinflaman heridas y como agua de uso para inducir el apetito. Asimismo,  

se encuentra reportado que se usa para: irritación de la vegija, riñón, cáncer, nervios y 

lavar ojos, pero no se tiene definida la parte de la planta que se usa. En  veterinaria se 

usa para remediar problemas del sistema circulatorio, digestivo, inflamaciones, heridas y 

problemas cutáneos de  los animales. En el mercado se encuentran en diferentes 

presentaciones por ejemplo: en forma de tabletas, en presentación homeopática,  tinturas,  

té, pomadas, las cuales son  utilizadas para infecciones de la piel, fiebres, golpes y llagas 

(Rzedowski,  de J. Rzedowski y cols., 2001; Villaseñor Ríos  y Espinosa García 1998). 

En los últimos años se han reportado en diferentes trabajos los resultados de las   

investigaciones sobre la caracterización de varios componentes de la flor y sus efectos 

biológicos. 

 

2.5.1 Propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, analgésicas  y antioxidantes. 
 
 A partir de la planta se han podido caracterizar compuestos puros como: Luteolina, 

Kaemferol, Kaemferol- 3,7-dimetileter, Kaemferol-3,7,4´-trimetileter, 6-metoxikaemferol-

3,7-dimetileter, quercetina, quercetina-3,3´-dimetileter,quercetina-3,4´-dimetileter, 

quercetina-3,7-dimetileter, 3´,4´-tetrametileter, quercetina-3,7,3´-trimetileter, quercetina-

3,7,4´-trimetileter, quercetina-3-7. Las estructuras de estos compuestos fueron 

establecidas con metodologías de UV, espectroscopía de resonancia magnética nuclear y 

espectro de masas  (Jerga  y cols., 1990). Recientemente se reportaron varios 

constituyentes como poliacetilenos, cadinanos, triterpenos, esteroles, sesquiterpenos y 

flavonoides  con diferentes propiedades biológicas (Tabla 2). 
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Tabla 2. Propiedades farmacológicas de los diferentes metabolitos obtenidos de los 
extractos  acetónico y metanólico de Heterotheca inuloides. 

 

 

En 1994 se aislaron  cuatro sesquiterpenoides que presentaban actividad antimicrobiana 

contra bacterias gram positivas y dos de estos sesquiterpenoides también mostraron 

actividad fúngica. Estos resultados apoyan el uso de esta planta  en infecciones de la piel, 

así como las investigaciones de su probable uso para infecciones intrahospitalarias, pues 

el  uso de antibióticos para combatirlas puede inducir resistencia a largo plazo (Kubo  y 

cols., 1994). 

 El sesquiterpenoide 7-hidroxi-3-4-dihidrocadaleno, aislado de H. inuloides, fue utilizado 

contra la peroxidación lipídica en un modelo in vitro utilizando  microsomas  de hígado de 

Nombre del  
Extracto 

Composición química 
(% en el extracto ) 

 

Propiedades 
farmacológicas 

Referencias 

 
 
 
 
Heterotheca 
inuloides 
 
Extracto 
Acetónico  

Cadalen-15- ácido oico,  
3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno-4-
uno-dicadaleno,  
7-hidroxicadaleno ,                       
7-hidroxi-4 α H-3,4-dihidro-cadaleno,  
1α, hidroxi-1(4H)-isocadaleno-4-uno,  
1α-hidroxi-4αh-1,2,3,4-
tetrahidrocadalen-15 ácido oico,  
7-(3,3-dimethilalliloxi)coumarina,  
Cariolan-1,9β-diol,  
Quercetina,  
Stigmasterol.  
β-sitosterol. 
 

 
 
 
Antiinflammatorio 
 
Efecto inhibitorio de 
COX-1 y COX-2  
 
Antioxidante 
 
Inhibición de la 
peroxidación lipíica 

 
 
 
Haraguchi H y 
cols., 1997. 
 
Segura L y 
cols., 2000.   
 
Delgado G y 
cols., 2001.  

 
Heterotheca 
inuloides 
 
Extracto 
Metanolico  

Quercetina (0.19),  
Quercetina 3-O-glucosido,  
kaempferol,  
kaempferol-3-O-glucosido,  
kaempferol-osoforosido,  
D-chiro-inositol, 
Epinasterol, 
Spinasteril-3-O-β-D-glucopiranósido 
7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno 
(0.004),        
7-hidroxicadaleno (0.002).                      

 
Inhibición de la 
actividad de  Tirosinasa 
 
Antioxidante 
 
Inhibición de la 
peroxidación lipídica 
 
 Antiinflammatorio 
 

  
 
Haraguchi H y 
cols., 1997. 
 
Kubo  I y cols., 
1994. 
 
Delgado  y 
cols., 2009 
(comunicación 
personal)  
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rata  y eritrocitos  humanos en condiciones de estrés oxidante (Haraguchi  y cols., 1996). 

Los sesquiterpenoides β-cariofileno, β-cariofileno 4, 5α–oxido,7-hidroxi-3-4-

dihidrocadaleno y  7-hidroxi-hidrocadaleno también mostraron actividad citotóxica contra 

varias líneas de tumores sólidos (Kubo y cols.,1996). Asimismo el 7-hidroxi-3-4-

dihidrocadaleno y 7-hidroxi-hidrocadaleno, además de los flavonoides quercetina y  

kaemferol, fueron evaluados como antioxidantes. Estos compuestos presentan una 

potente actividad  atrapadora contra el radical difenil-p-picrilhidrazil (DPPH) y el anión 

superóxido en un modelo in vitro utilizando microsomas de hígado de rata, siendo mejores 

atrapadores los flavonoides (Haraguchi y cols., 1997). El efecto analgésico y 

antinflamatorio en modelos in vitro e in vivo  también ha sido evaluado con diferentes 

compuestos bioactivos  del árnica.  El 7-hidroxi-3-4-dihidrocadaleno inhibió la  expresión 

in vitro de COX1 y COX2 catalizada por la biosíntesis de prostanglandinas, así como el 

edema inducido con aceite de croton en un modelo animal (Gené y cols., 1998; Segura y 

cols., 2000);  otro reporte señala que el cariolan-1-9 β-diol, dicadenol y la quercetina 

también poseen  efecto  antiinflamatorio   (Delgado y cols., 2001). con efectos 

secundarios mínimos.  

 
 
2.5.2 Estrés oxidante y hepatotoxicidad como modelo  de estudio. 
 
El cuerpo humano identifica a casi todas los xenobióticos y los sujeta a un número diverso 

de procesos químicos y metabólicos para hacerlos de fácil eliminación. Ello implica 

transformaciones químicas para reducir su liposolubilidad y cambiar su actividad biológica. 

A pesar de que casi todos los tejidos del organismo  tienen cierta capacidad de 

metabolizar estos productos químicos, el retículo endoplásmico del hígado es, por 

excelencia, el principal lugar de depuración de sustancias químicas endógenas (como el 

colesterol, esteroides, ácidos grasos y proteínas) así como exógenas incluyendo los 

fármacos. El papel central del hígado en la depuración y transformación de sustancias 
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químicas hace que sea un órgano muy susceptible a intoxicaciones. La hepatotoxicidad, 

es una enfermedad inducida por múltiples factores como: factores ambientales consumo 

de agentes químicos sintéticos (medicamentos),  drogas, remedios  herbolarios, solventes   

industriales etc. (Kaplowitz 2005). En México existen alrededor de 100,000 a 200,000 

pacientes cirróticos, los factores de riesgo que más se reportan son: consumo excesivo de 

alcohol, enfermedad hepática grasa no alcohólica,  infección crónica por hepatitis B, 

consumo de medicamentos,  lo cual  afecta en gran medida a la población en edad 

productiva por lo que es considerado un problema de salud pública  (IMSS 2009).     

Los marcadores bioquímicos como son los niveles de alanin amino transferasa, aspartato 

amino transferasa, bilirrubinas y fosfatasa alcalina se usan con frecuencia para detectar el 

daño hepático (Ozer y cols., 2008).  

Un modelo bien conocido de hepatotoxicidad  es el inducido por el  tetracloruro de 

carbono (CCl4),  el cual  ha sido aceptado  ampliamente para inducir daño hepático en 

modelos animales  y elucidar los posibles mecanismos de daño producidos por la 

formación de radicales libres  (Tamayo 1983,  Muriel  y Mourelle 1990).  

El CCl4 es un hepatotóxico liposoluble,  el daño hepático causado puede producir desde  

una esteatosis hasta una necrosis. Induce la formación de ROS, disminuye la actividad 

del GSH y de las enzimas antioxidantes induciendo  estrés oxidante y la lipoperoxidación 

lipídica. El CCl4 requiere ser bioactivado por el sistema enzimático de Fase I P450 en el 

hígado, el cual forma el radical triclorometil (CCl3•) y al triclorometil peróxido (CCl3OO•), 

estos radicales libres se pueden  unir a los ácidos grasos poliinsaturados para producir 

peróxidos lipídicos que causan daño en la membrana celular, cambios en las enzimas 

hepáticas y finalmente necrosis. (Shimizu  y cols., 2001; Weber  y col., 2003). 

Una estrategia general propuesta para la prevención y el tratamiento de la 

hepatotoxicidad, incluye la  reducción de  los ROS por el uso de antioxidantes naturales 

ya que éstos pueden incrementar los niveles de las defensas endógenas, así como de las 
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enzimas antioxidantes  SOD, CAT y GST (Wu y cols., 1999; Sheweita y cols.,  2001; Wang 

y cols.,  2007; Preethi y Kuttan 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

3. JUSTIFICACIÓN 

Los RL ocasionan un desbalance entre los niveles de antioxidantes y los niveles de 

prooxidantes en los sistemas biológicos, dando como resultado estrés oxidante. Dicho 

estrés participa en la generación de  diferentes enfermedades como arterioesclerosis, 

diabetes, cáncer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades del hígado y al 

proceso normal de envejecimiento (Pacher y cols., 2007; Albano  2006; Valko  y cols., 

2004; Halliwell y Gutteridge 2001). Lo anterior ha dado lugar  al estudio  de antioxidantes 

especialmente de origen natural, para proteger del daño causado por los RL, lo que  ha 

sido motivo de diversas estrategias de prevención de varias enfermedades (Valko  y cols., 

2007; Fang  y cols., 2002). Por lo que,  en ausencia de fármacos hepatoprotectores en la 

medicina moderna, un gran número de fitoquímicos  y extractos de plantas utilizadas en la 

medicina tradicional, o que son parte de la dieta humana,   con propiedades antioxidantes 

y hepatoprotectoras, pueden  ser una alternativa en  el tratamiento de las mismas  (Novo 

y Parola 2008; Gurtsevitch 2008; Conde de la Rosa y cols., 2008; Farrell y Larter 2006; 

Albano 2006; Otani y cols., 2005).  En México la  planta conocida como Arnica  

(Heterotheca inuloides),  tiene  bajo costo y accesibilidad en el mercado además de que 

ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional, es útil por sus propiedades 

analgésica, antihistamínica, antibacteriana, cicatrizante, antirreumática y  antiinflamatoria  

(Jerga y cols., 1990; Kubo  y cols., 1994; 1996, Haraguchi  y cols., 1996, 1997; Gené y 

cols., 1998; Segura  y cols., 2000; Delgado  y cols., 2001). Sin embargo,  no se conoce lo 

suficiente respecto a su mecanismo de protección por lo que sería útil conocer y 

caracterizar su capacidad antioxidante específica sobre  las especies de oxígeno reactivo 

in vivo e in vitro. De igual manera, el estudio de sus propiedades hepatoprotectoras  en un 

modelo in vivo. 
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4. OBJETIVO GENERAL 
 
Estudiar las propiedades antioxidantes específicas del árnica (Heterotheca inuloide),  

sobre las especies de oxígeno reactivo y el efecto hepatoprotector de los extractos 

acetónico,  metanólico  y algunos metabolitos aislados de esta planta 

4.1 Objetivos particulares 
 
1.- Obtener  los extractos acetónico y metanólico de Heterotheca inuloides. 

2.-  Mediante técnicas espectrofotométricas determinar y comparar el valor de IC50 de los 

extractos acetónico y metanólico estudiando las siguentes especies reactivas: radical 

ABTS+●,  radical DPPH●,  radical H2O2, OH●, 1O2, HOCl,  ONOO−  y de algunos  

metabolitos con los IC50 de antioxidantes de referencia.  

3.- Conocer si el extracto de árnica (acetónico o metanólico y algunos metabolitos), 

protegen  del daño inducido por las especies reactivas de oxígeno en un modelo animal 

inducido con CCl4 mediante: 

3.1  La actividad antioxidante del árnica midiendo la lipoperoxidación, en el modelo animal 

inducido con CCl4. 

3.2 Cuantificando las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GSSG, GSH,  

GPx. 

3.3 Cuantificando el daño mediante técnicas histológicas con Hematoxilina & Eosina, 

tinción de  Acido peryódico de Schiff (PAS), y   marcadores   de     estrés   oxidante   

como  4 -hidroxinonenal y 3-nitrotirosina. 
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5. MATERIALES  
 
5.1 Reactivos 
 
El piruvato de sodio, el dimetil tiourea (DMTU), el ácido nordihidroguaiarético  (NDGA), el 

L-Ácido ascórbico, la L-histidina, la sal sódica de naranja de xilenol,  el N, N-Dimetil-4-

nitrosoanilina (DMNA), el sulfato amoniacal de hierro (II)  hexahidratado, el hidroxitolueno 

butilado (BHT), el 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico (ABTS), el 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), el suero de albúmina bovina (BSA), la catalasa de hígado 

de bovino, el dióxido de manganeso (MnO2), el glutatión forma reducida (GSH), el  

glutatión oxidado (GSSG),  la DL-Penicilamina, el ácido dietilentriaminopentaacético 

(DTPA), la DL-penicilamina, el dimetil sulfóxido (DMSO), el nitrito de potasio (KNO2), el 

azul de nitrotetrazolio (NBT) y la xantina oxidasa , la hipoxantina,  el 3,3-

diaminobenzidina, la nicotina adenin dinucleótido fosfato (NADPH), el trimetoxipropano, el 

N-oxido-5,5-dimetil-1-pirrolin (DMPO), el 2,4-dinitrofenilhidrazina, el 1-cloro-2,4-

dinitrobenceno (CDNB) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). El Hidróxido de 

sodio (NaOH), el fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4), el fosfato de sodio 

monobásico monohidratado (NaH2PO4•H2O), el hipoclorito de sodio (NaOCl), la solución al 

5% de cloro disponible y el peróxido de hidrógeno (H2O2) en solución al 30% , el etanol 

absoluto, el ácido sulfúrico (H2SO4), el metanol , el ácido etilendiamina tetracético disodio 

(EDTA), el sulfato de amonio y cloruro de cobre de J. T Baker (México, D.F.) El Persulfato 

de postasio, el carbonato de sodio (Na2CO3) y el formaldehido de Mallinckrodt (París, KY, 

USA). Dihidrorrodamina (DHR) 123 de Cayman Chemical (Ann Arbor, Mi, USA). La Azida 

de sodio de Merck (México, D.F). El Anticuerpo policlonal anti-3NT de conejo, (Lake 

Placid, NY, USA). El Anticuerpo monoclonal anti-4HNE de ratón  de Oxis International Inc. 

(Portland, OR, USA). El Anticuerpo anti  IgG-conejo con peroxidasa, el anticuerpo anti IgG 

de rata con peroxidasa  Amersham Life Sciences (Buckinghamshire, England). El 
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Anticuerpo anti-cabra con peroxidasa Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, 

USA). Todos los reactivos fueron grado analítico. 

 

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 

6.1 Obtención e identificación de Heterotheca inuloides. 

La Heterotheca inuloides  fue colectada en  Zacapoaxtla, Puebla, México, el material fue  

clasificado por la Biol. Myrna Mendoza Cruz del Departamento de Plantas Medicinales del 

Jardín Botánico  (Instituto de Biología, UNAM), un ejemplar de la misma fue depositado en 

la colección del Herbario Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social de la Ciudad 

de México  clasificado como: (Myrna Mendoza C 15,375).  

6.2 Preparación de los extractos.   

La parte aérea de la planta (inflorescencia) (2kg)  se cortó y seco en la cámara de secado 

a 37°C,  se depositó en recipientes de vidrio con capacidad de 2L y se le agregó  1.5L de 

acetona,  después de 24 hrs, se coló y se colectó el sobrenadante obtenido, agregándole 

nuevamente acetona al triturado, este procedimiento se repitió 3 veces.  Este mismo 

triturado  se utilizó para el extracto con metanol, llevándose a cabo la misma metodología. 

Ambos sobrenadantes obtenidos se colocaron  en rotovapores para  evaporar los 

solventes y obtener los extractos puros, 12 y 15 g de  los extractos fueron obtenidos 

respectivamente (Delgado y cols., 2001).  

Los metabolitos aislados y caracterizados fueron donados por el Dr. Guillermo Delgado 

Lamas del Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Química, Universidad 

Nacional Autónoma de México, México D.F. 

Para los experimentos in vitro el extracto acetónico se disolvió en metanol absoluto, el 

extracto metanólico y los metabolitos en amortiguador de fosfatos pH 7.2. 
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6.3 Metodologías in vitro 

 

6.3.1 Determinación de la actividad  atrapadora  de ABTS. 

Se utilizó la metodología  desarrollada por Re  y cols (1999), el radical ABTS•+ se obtuvo  

después de  la reacción de ABTS (7 mM) con persulfato potásico (PSF) (2.45 mM, 

concentración final) incubados a temperatura ambiente (±25ºC), y en la oscuridad durante 

16 h. El prerradical  fue   generado por la oxidación de ABTS con el PSF dando lugar a la 

formación de un cromóforo (verdeazul), que al ser puesto en contacto con el antioxidante, 

éste le cederá un hidrógeno para ser reducido. Una vez formado el radical ABTS
•+

  se 

diluyó con etanol hasta obtener un valor de absorbancia de  0.70 (±0,1) a 754 nm 

(longitud de onda de máxima absorción). Se añadió 20 µL de las muestras de los 

diferentes extractos, a  980 µL de dilución del radical ABTS
•+

,  se determinó la 

absorbancia a 754 nm.  El antioxidante sintético de referencia, fue el ácido ascórbico (500 

mM)  

Reacción 18. 

                                     ABTS  +  PSF              ABTS •+ 

                       ABTS.+   +  Antioxidante             ABTS (reducido)  

6.3.2 Determinación de la actividad  atrapadora  de DPPH. 

Este método, desarrollado por Brand-Williams cols (1995) y modificado por Kim y  cols 

(2002),  se basa en la reducción del  DPPH radical libre, que por su electrón desapareado 

muestra una absorción máxima a 517 nm. En presencia de un antioxidante la absorción 

disminuye (reacción 19).  El antioxidante de referencia  fue el ácido ascórbico (500 mM)  
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                         Reacción 19 
                                                               
 

 

 
 

6.3.3 Determinación de la actividad  atrapadora de O2
•-. 

FUNDAMENTO: La xantina oxidasa cataliza la oxidación de hipoxantina a xantina y de 

xantina a ácido úrico, generándose además O2
•- el cual reduce al NBT formándose un 

producto insoluble colorido (formazán) que absorbe a una longitud de onda de 560 nm 

Reacción 20 

 

                                

Es importante que el compuesto a analizar no afecte la actividad de la xantina oxidasa, lo 

que evitaría la generación del O2
•- y la reducción del NBT. Por lo que se mide  la 
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generación de ácido úrico a una longitud de onda de 295 nm (Floriano-Sánchez  y cols., 

2006).  

 

Metodología 

El sustrato (800 µL) de la reacción fue preparado con xantina 90 µM, carbonato de sodio 

16 µM, NBT 22.8 µM, amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0 y se mezcló con 100 µL de 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (tubo control: 0% atrapamiento) o con 100 µL de 

diferentes concentraciones de los extractos o los metabolitos. La reacción se inició con la 

adición de 100 µL de una solución (168 U/L) de xantina oxidasa. Se leyó la  absorbancia a 

295 nm (para la formación de ácido úrico) y a 560 nm (para la formación de formazán) 

cada minuto durante 3 min. Se utilizó el ácido  nordihidroguaiarético (NDGA) como 

atrapador de O2
•-. 

 
 6.3.4 Determinación de la capacidad atrapadora de H2O2. 

FUNDAMENTO: El H2O2 presente en el medio de reacción oxida al ión ferroso (Fe2+) a su 

forma férrica (Fe3+) el cual se une a la sal sódica de naranja de xilenol y forma un 

complejo colorido que absorbe a una longitud de onda de 560 nm. Si la muestra presenta 

un efecto atrapador ante el H2O2 entonces el Fe2+ no se oxidará y por lo tanto no habrá 

Fe3+ que reaccione con la sal sódica de naranja de xilenol y la formación del complejo 

colorido disminuirá respecto al control (Floriano-Sánchez  y cols ., 2006) (reacción 21). 

 

                           Reacción 21 
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Metodología 

Una solución de  75 µM  de H2O2  se mezcló  (1:1 v/v) con agua destilada (control: 0% 

atrapamiento) o con diferentes  concentraciones de los dos extractos y de los metabolitos 

a probar,  el volumen final de la mezcla fue 100 µl y se incubó por 30 min a temperatura 

ambiente. Se añadieron 0.9 ml del reactivo de FOX. Para preparar el reactivo de FOX se 

mezclan 9 volúmenes de hidroxitolueno butilado 4.4 mM en metanol grado HPLC con 1 

volumen de una solución de naranja de xilenol 2.56 mM y sulfato ferroso amoniacal en 

H2SO4 0.25 M. Se agitó el contenido y se incubó por 10 min, después se centrifugó  a 

15000 x g por 10 min  y la absorbancia se comparó contra el blanco que contenía 

metanol.  Se utilizó piruvato de sodio,  como compuesto de referencia. 

 

 
 6.3.5 Determinación de la capacidad atrapadora de OH• . 

FUNDAMENTO: Los OH• generados por la reacción del complejo hierro/EDTA con H2O2 

en presencia de ácido ascórbico, descomponen a la desoxirribosa formando una mezcla 

compleja de productos que con calentamiento a pH ácido, forman el malondialdehído y es 

detectado por su capacidad de reaccionar con el ácido tiobarbitúrico (TBA); formando así 

un cromógeno que absorbe a una longitud de onda de 532 nm (reacción 22). Al adicionar 

atrapadores de OH• compiten con la desoxirribosa por los radicales producidos y por lo 

tanto la formación del cromógeno disminuye (Halliwell  y cols., 1987; Aruoma y cols., 

1989). 
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           Reacción 22. 
 

        
 
 
 
 
Metodología 
 
La mezcla de reacción contenía ácido ascórbico 0.2 mM, desoxirribosa 0.56 mM, H2O2 1 

mM, amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4, EDTA 0.208 mM/ FeCl3 0.2 mM, se incubó a 

37°C por 1 h. Después se añadió 1 mL de la solución TBA (26 mM)/HCl (2.08%)/ácido 

tricloroacético (15%)/Deferoxamina mesilato (0.33 mM) mas las diferentes 

concentraciones de los extractos o metabolitos a probar y esta mezcla se calentó a 100°C 

durante 10 min. Se enfrió a temperatura ambiente y se midió absorbancia a 532 nm. Se 

utilizó dimetiltiourea  como compuesto de referencia (Floriano-Sánchez  y cols., 2006). 

 

 

 

 

 

1.-Generación de OH•••• :  Fe 2+ -EDTA+H2 O2                  Fe3+-  - EDTA +  OH- + OH••••   
2.- Degradación de 2-desoxirribosa por OH••••  

 OH••••   + pH 

∆ 

+ 

 
crom

MDA 

Tiobarbiturico 
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  6.3.6 Determinación de la capacidad atrapadora de HOCl . 

FUNDAMENTO: Este ensayo involucra un análisis espectral de la enzima catalasa en 

presencia de HOCl el cual inactiva a la enzima antioxidante y cambia su espectro  por la 

destrucción del grupo hemo y la disminución del pico de catalasa a 404 nm. 

 

Metodología 

Una solución de 49.8 µM  de catalasa bovina  a una concentración final de  (16.6 µM)  se 

mezcló con  18 mM HOCl (6 mM) y con las diferentes concentraciones de las muestras a 

estudiar o con el compuesto de referencia.  El espectro de la catalasa sola, 

catalasa+HOCl o catalasa +HOCl + extractos o metabolitos o el compuesto de referencia 

se registraron obteniéndose las densidades ópticas (DO) a 404 nm. La DO de la  catalasa 

sola menos la DO de catalasa+ HOCL se consideró como el 100% de degradación de la 

catalasa (0%  de actividad reductora) y las diferencias de la catalasa sola menos la DO 

de la catalasa +HOCl en presencia de extractos o metabolitos o el compuesto de 

referencia se compararon contra este valor  (Fig 4). El compuesto de refencia utilizado fue 

el ácido ascórbico  (Pedraza-Chaverri J y cols., 2007).   

 

Figura. 4 Espectro de  la reacción de catalasa en presencia de HOCl, HOCl+CAT, y  CAT 

sola 
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6.3.7 Determinación de la capacidad atrapadora de 1O2. 

FUNDAMENTO: El 1O2 generado a partir de NaOCl y H2O2, produce la disminución de 

absorbancia (decoloración) del compuesto N,N-dimetil-p-nitrosoanilina (DMNA) utilizado 

como atrapador selectivo de 1O2 (reacción 23).  Si el compuesto a analizar tiene una 

capacidad atrapadora ante 1O2 la DMNA no se decolorará. 

 
        Reacción 23 

                                   
                      
 
 
Metodología     

La producción de  1O2 por NaOCl  y H2O2  fue determinada como se describe  Medina-

Campos y cols (2007), en donde el DMNA  fue utilizado como aceptor de  1O2.  La 

decoloración en la reacción fue monitoreada espectrofotométricamente a  440 nm.  La 

mezcla de reacción contenía  amortiguador de fosfatos   45 mM (pH 7.1), 10 mM histidina, 

10 mM NaOCl, 10 mM H2O2, 50 µM DMNA, y 0.1 mL  de extractos o metabolitos de  H. 

inuloides o el compuesto de referencia.  El volumen de reacción fue de  2.0 mL  y se 

incubó a  30oC for 40 min. La extinción de   1O2 se determina midiendo el decremento en 

la absorbancia de DMNA a 440 nm (t0). La eficiencia relativa de capacidad reductora  (% 

inhibición  de la producción de  1O2) de  extractos o metabolitos o el compuesto de 

referencia  se estimó por las diferencias en la absorbancia del  DMNA con  y sin la adición 

de las muestras a probar o el compuesto de referencia. El GSH fuel el compuesto de 

referencia utilizado (Floriano-Sánchez  y cols.,  2006;  Medina-Campos y cols., 2007). 
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 6.3.8 Determinación de la capacidad atrapadora de ONOO- . 

FUNDAMENTO: El ONOO- provoca la oxidación de la DHR 123 produciendo la rodamina 

123 que es un compuesto fluorescente y tiene una λ excitación= 505 nm y  λ emisión= 529 

nm (reacción 24). Si la muestra presenta propiedades antioxidantes, se disminuirá o 

anulará la formación de la rodamina 123. 

Reacción 24            

 

 
               
 

Metodología 

La síntesis del peroxinitrito fue previamente descrita (Floriano-Sánchez y cols.,  2006).  En 

un baño de hielo se realizó la reacción entre 5 mL de una solución ácida de H2O2  0.7 M 

(en HCl 0.6 M) mezclada con 5 mL de KNO2 0.6 M. La reacción se detiene  añadiendo 5 

mL de NaOH 1.2 M frío. El H2O2 residual de la mezcla se removió pasando la solución a 

través de una columna de MnO2 previamente lavada con NaOH 1.2 M. La solución de 

ONOO- se guarda protegida de la luz a -80°C hasta su uso;  50 µM de la solución de  

DHR 123  fue preparada en una solución stock  28 mM en  DMSO. La solución fue 

protegida de la luz a 4°C durante el ensayo. La mezcla de reacción contenía  5 µM DHR-
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123, 0.1 mM DTPA,  las  diferentes concentraciones de extractos o metabolitos o el 

compuesto de referencia y 25 µM ONOO−.  La densidad óptica fue registrada  a  500 nm. 

La habilidad de las muestras para atrapar al  ONOO−  fue comparada con penicilamina.  

Para realizar las mediciones espectrofotométricas se usó un espectrofotómetro Beckman 

Coulter, modelo DU-640.  

 

6.3.9 Definición del valor de IC50. 

La capacidad antioxidante se expresó como IC50 que es el valor de la concentración de 

los extractos,  compuestos bioactivos o  del compuesto de referencia (mg) que es capaz 

de atrapar o inhibir el 50% de las ROS  presentes o generadas en cada ensayo. Mientras 

más pequeño sea el valor de IC50  más eficaz será la capacidad de antioxidante del 

compuesto (Floriano-Sánchez y cols., 2006; Medina-Campos y cols.,  2007). 

 

 6.3.10 Determinación de polifenoles. 

La cantidad total de  polifenoles   en ambos extractos  fue determinada por el método de 

Folin-Ciocalteu  (Ainsworth y Gillespie 2007). Un volumen de 0.1 mL que contenía 100 mg 

del extracto de la planta se mezcló con 100 µL  del reactivo   Folin-Ciocalteu.  La mezcla 

fue incubada  por  1 min a temperatura ambiente y se le agregó 300  µL de carbonato de 

sodio (200 g/L).  La mezcla se incubó por  15 min. a  50ºC y fue enfriada en agua. La 

absorbancia fue registrada a 765 nm  en un espectrofotómetro (Modelo  2000 Compliant,  

Heλios α, Cambridge, UK). El total de polifenoles fue expresado como  mg  de 

equivalentes de catequina/g de extracto después de la extrapolación en una curva 

estándar  obtenida utilizando  α(+)catequina . 
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 6.3.11 Determinación de flavonoides.  

El contenido total de quercetina  de los extractos acetónico y metanólico se determinó 

utilizando cloruro de aluminio  (AlCl3) (Zhishe y cols., 1999).  El extracto de la planta  (0.1 

mL)  se adicionó a  0.3 ml agua destilada seguida por nitrito de sodio  NaNO2 (0.03 mL, 

5%).  Después de  5 min a 25 ºC  se le adicionó AlCl3 (0.03 mL, 10%). Se incubó la mezcla 

5 min a temperatura ambiente, y  se le adicionaron  0.2 mL 2mM NaOH.  La absorbancia 

fue registrada a  510 nm en un espectrofotómetro (Modelo 2000 compliant. Heλios α, 

Cambridge, UK9).  El total de quercetina fue expresado como  mg  de equivalentes de 

quercetina /g de extracto después de la extrapolación en una curva estándar  obtenida 

utilizando  quercetina  como estándar. 

 

6.4 Determinación de la actividad atrapadora  del anión superóxido (O2
•-)  por 

espectrometría de resonancia paramagnética electrónica (EPR).  

La técnica se basa en las propiedades magnéticas de los electrones desapareados en su  

ambiente molecular.  El atrapamiento del espín es un método en el cual los radicales se 

pueden unir a  través de los dobles enlaces de los agentes químicos de captura (DMPO, 

POBM) para formar un radical secundario más estable llamado aducto espín. Este aducto 

espín puede someterse a la resonancia paramagnética electrónica (EPR). Por lo tanto,  su  

captura  ofrece la oportunidad no sólo para detectar los radicales, sino también para 

caracterizar parcialmente los tipos de radicales formados (Nakano y cols., 2000). 

El O2
•-   fue generado por la reacción de la xantina oxidasa que  cataliza la oxidación de 

hipoxantina a xantina y de xantina a ácido úrico (Floriano-Sánchez y cols., 2006). El 

sustrato (800 µL) de la reacción fue preparado con xantina 90 µM, carbonato de sodio 16 

µM, NBT 22.8 µM, amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0 y se mezcló con 100 µL de 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (tubo control: 0% atrapamiento) o con 100 µL  con 

una concentración de (0.5 µg/mL) de los  extractos y 80 µL de 5,5-dimetilpirrolin-N-óxido  
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(DMPO). Las reacciones se iniciaron mediante la adición de 25 unidades de la xantina 

oxidasa. Después de 2 minutos de incubación,  se midió el aducto formado DMPO-OOH, 

con un espectrómetro de EPR (Bruker Elexsys E500, Alemania). Los espectros de EPR 

se registraron a 21 ºC con el campo fijo  en 3,470 ± 50 Gauss, frecuencia de modulación 

de  100,000 Gauss, amplitud de modulación 0.0005 Gauss, tiempo de respuesta 0.0025 s, 

tiempo de barrido 0.0102 s, potencia de microondas de 10 mW. Los espectros de las 

muestras se toman respecto a una señal espectral de referencia. La señal de referencia 

utilizada corresponde al aducto formado por el DMPO-OOH  y el O2
-•   (Sanders y cols., 

1994). 

 

6.5 Metodologías para experimentos in vivo 

6.5.1 Modelo de hepatotoxicidad en ratas expuestas a  tetracloruro de carbono 

(CCl4). 

 Los protocolos experimentales para el manejo y uso de animales de laboratorio  y 

eliminación de residuos biológicos fueron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-ZOO-1999)  y (NOM-087-ECOL-1995) respectivamente. Se utilizaron ratas Wistar 

macho  de 180-220 g los animales fueron divididos en 7 grupos con 3 ratas cada uno,  se 

mantuvieron en cajas de acrílico en condiciones constantes de temperatura (21º±1 C), 

humedad relativa (50- 60%) e iluminación (12 h luz/oscuridad). Aire filtrado (5 mm de 

partículas) con intercambio de 18 veces/h. Los animales se les proporcionó una dieta 

comercial estándar (Harlan 2018S Teklad dieta global esterilizado, Harland Teklad, 

Madison, WI, EE.UU.) y agua  filtrada. El tratamiento duró 6 días, el  daño hepático se 

indujo con CCl4 disuelto con aceite de oliva 1:1 (v / v). El Grupo 1 recibió el aceite de oliva 

(0,1 ml / kg) vía oral (vo) durante seis días (grupo A.O). Grupo 2 recibió amortiguador de 

fosfato pH 7,4 (0,1 ml / kg ) (vo) durante seis días (grupo A.F). Grupo 3 recibió 100 mg / 

kg de extracto acetónico (vo), durante seis días (grupo E. Ac). Grupo 4 recibió 100 mg / kg 



53 
 

de extracto metanólico (vo) durante seis días (grupo E. Me.). Grupos de 1 a 4 fueron 

considerados como grupos de control negativo. Grupo 5 fue inyectado con CCl4/ aceite de 

oliva (1.5 ml / kg) vía intraperitoneal (ip)  los últimos tres días del experimento. Grupo 6 

recibió extracto acetónico 100 mg / kg por  (vo) durante 6 días en combinación con CCl4/ 

aceite de oliva (1.5 ml / kg ip) durante los últimos tres días de tratamiento. Grupo 7 

recibieron extracto  metanolico  100 mg / kg  vía oral durante 6 días en combinación con 

CCl4/ aceite de oliva (1.5 ml / kg ip) durante los últimos tres días de tratamiento. En un 

segundo experimento, se repitieron los grupos 2, 4 y 7 junto con los siguientes dos 

grupos: un grupo de animales recibieron quercetina (100 mg / kg) (vo) y otro grupo de 

ratas expuestas a la combinación de quercetina 100 mg / kg (vo) y 1.5 mL CCl4 / kg (ip). 

Después de 48 hrs, y concluidos los tratamientos, los animales fueron anestesiados con 

fentobarbital (0.6 µL/kg)  y se obtuvo  la sangre por punción cardíaca. El hígado se extirpó 

de inmediato y una porción se fijó por inmersión en una solución de formalina y el resto se 

almacenó a -70 º C para el análisis de las enzimas antioxidantes. 

 

6.5.2 Preparación de los homogenados. 

El tejido hepático se homogeneizó en amortiguador de  fosfatos 0.1 M pH 7.0, con Tritón 

X-100 al  0.1%, con un politrón   (Brinkmann Polytron PT 2000 (Westbury, NY, EE.UU.) y 

se centrifugó  a 19,000 x g durante 10 min. El sobrenadante se utilizó para la 

determinación de proteína total (Lowry y cols 1951) y la actividad de las enzimas 

antioxidantes  SOD, CAT, GPx, GR, y glutatión transferasa (GST) (Pedraza Chaverri  y 

cols., 2005)  
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6.5.3 Determinación de las actividades aspartato aminotransferasa (AST) y alanina 

aminotransferasa (ALT),  como marcadores de daño hepático.  

 

Las muestras de sangre de cada animal se mantuvieron  durante 45 min a temperatura 

ambiente. El suero se separó por centrifugación a 600 x g durante 15 min y las muestras 

fueron almacenadas a -20ºC. Las  actividades de AST y ALT se midieron por la 

adaptación de la metodología recomendada por la Federación Internacional de Química 

Clínica (IFCC) (Bergmeyer y cols., 1978), con un autoanalizador (Dimensión AR, Dade 

Behring Inc., Newark, DE, USA). 

 

6.5.4 Histopatología. 

 

El tejido hepático se fijó por inmersión en  una solución de formalina al 5%  (pH 7.4) y se 

incluyeron en parafina. Para el análisis histológico, las secciones (3 micras) se tiñeron con 

hematoxilina y eosina (H & E) o con ácido peryódico de Schiff (PAS) para demostrar 

polisacáridos, mucopolisacáridos neutros y glicoproteínas de las membranas del 

hepatocito. El perfil histológico de los lóbulos del hígado se seleccionaron al azar (100 

campos) de 3 ratas por grupo experimental,  utilizando  el software KS-300 (Carl Zeiss, 

Jena, Alemania), se obtuvo el porcentaje de las áreas dañadas con alteraciones 

histopatológicas observadas con un objetivo  100X.  

 

6.5.5 Inmunohistoquímica con 4-hidroxinonenal (4-HNE) y 3-nitrotirosina (3-NT).  

El 4-HNE es el marcador de la peroxidación lipídica más utilizado y reconocido, se cree 

que es responsable en gran medida de los efectos producidos por el estrés oxidante. El 4-

HNE reacciona con los productos tóxicos de la lipoperoxidación o con los grupos 
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sulfhidrilo de las proteínas (Zarkovi N 2003; Uchida K y cols., 1993). Las proteínas son 

polímeros de aminoácidos que ejecutan la mayor parte de las funciones vitales de las 

células, por otra parte los residuos de aminoácidos más susceptibles de sufrir oxidación, 

nitración o cloración son cisteína, tirosina, metionina y triptófano. De todos estos, el que 

sufre con más frecuencia los efectos del peroxinitrito y ácido hipocloroso es la tirosina, 

dando lugar en la mayoría de los casos  a tirosinas nitradas o cloradas, relacionadas con 

procesos inflamatorios. La formación de 3-nitrotirosina  se usa como biomarcador de la 

producción de peroxinitrito  por ser un producto estable en situaciones de estrés oxidante 

(Kondo S y cols.,  2002; Sanz-Camenol P y cols.,  2002). 

Para el análisis  inmunohistoquímico se obtuvieron  secciones de hígado (3 mm), se 

desparafinaron y se calentaron en solución de Declere (Cell Marque, Hot Springs, 

Arkansas, EE.UU.) para desenmascarar sitios antígénicos; la actividad endógena de la 

peroxidasa se disminuyó con 0.03% H2O2 en metanol absoluto. Los cortes  de hígado se 

incubaron por 12 h a 4°C con una dilución de anticuerpo primarios  1:200 anti 4-HNE o 

anti 3-NT dilución  1:70 en amortiguador de fosfatos  (pH 7.4) (PBS). Se lavaron  con PBS 

para eliminar los  anticuerpos primarios, los cortes se  incubaron con anticuerpo 

secundario anti-IgG biotinilado de cabra (1:500).  Los anticuerpos unidos se detectaron 

con avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain complejo ABC-kit)  y el sustrato 

diaminobencidina. Después se lavó con PBS, los cortes se contrastaron con hematoxilina. 

Todas las secciones se incubaron en las mismas condiciones con la misma concentración 

de anticuerpos, por lo que la inmunolocalización fue comparable entre los diferentes 

grupos experimentales.  Para el control negativo, se utilizó suero de cabra preinmune en 

lugar de los anticuerpos primarios. Todas las muestras fueron examinadas por 

microscopía de luz Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Para el análisis 

morfométrico automatizado, el porcentaje de células positivas (tinción marrón) se 
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determinó con un analizador de imágenes computarizado KS-300 3.0 (Carl Zeiss, Jena, 

Alemania). Este equipo detecta automáticamente las células positivas para determinar su 

porcentaje por campo, 100 campos al azar se estudiaron con un aumento de 400x.  

Los resultados  se expresaron como porcentaje.  

 

6.6 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

6.6.1 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA (CAT). 

La  catalasa (CAT) es una de las enzimas más eficientes, tanto que no puede ser 

saturada por el H2O2  a ninguna concentración, catalizando su conversión en H2O y O2, 

para proteger a las células del H2O2 generado (reacción 25) 

                              Reacción 25 

                              2H2O2   CAT       2H2O + O2 

Tiene un papel importante en la adquisición de tolerancia al estrés oxidante en la 

respuesta adaptativa de las células. La catalasa captura el H2O2 antes de que pueda 

escapar de la célula y lo convierte en oxígeno molecular.  

La determinación de la actividad de CAT se llevó acabo según (Aebi 1984; Pedraza-

Chaverri y cols., 2005).  Se tomó 5 µl del homogenado de hígado (1:40) y se le adicionó 

720 µl de peróxido de hidrógeno (30 mM) en PBS (10 mM, pH 7.0). El tubo blanco contenía 

2.9 ml de PBS y 1 ml de peróxido de hidrógeno. Los tubos se leyeron a 250 nm, las 

unidades de catalasa se expresaron como el aumento de la descomposición de la enzima a 

1 µM de peróxido de hidrógeno a 250C.   La actividad se expresó en unidades por miligramo 

de proteína. 
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El fundamento se basa en la disminución de la absorbancia del peróxido de hidrógeno, 

debido a su degradación por la catalasa presente  en la muestra. 

 

6.6.2 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION REDUCTASA (GR). 

Es una enzima que requiere NADPH y cataliza la conversión de glutatión oxidado (GSSG) a 

glutatión reducido (GSH) de acuerdo con las siguientes reacciones 26 y 27: 

          Reacción 26 

                    GSSG + GSH → 2 GSH + GSSG 

             Reacción 27            

                     GSSG+NADPH +H
+
→ 2GSH + NADP

+
 

 

Su fundamento se basa  midiendo  la desaparición de NADPH a 340 nm de una mezcla de 

reacción que contiene GSSG, EDTA, NADPH y la fuente de la enzima (glutatión reductasa) 

que se encuentra en el homogenado (Carlberg I y Mannervik 1975). Se tomó 475 µl de 

mezcla de reacción que contenía: 0.1 M PBS pH7.6, 0.5 mM EDTA, 1.25 mM NADPH, y  

0.5 mM GSSG a 25°C y se le agregaron 25 µl homogenado (1:5).  Se midió  durante 3 min 

cada minuto.  La actividad se expresó en unidades por miligramo de proteína (Pedraza-

Chaverri y cols., 2005).  

 

 

6.6.3 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD). 

La SOD constituye la primera fase de defensa antioxidante, cataliza la reacción de 

destrucción de los radicales superóxido (O2
.-
) mediante su transformación en peróxido de 

hidrógeno, como se ilustra en la reacción 28: 
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                                    Reacción 28 

     O2
.- + O2

.- + 2H+  -> H2O2 + O2 

El peróxido de hidrógeno puede ser destruido a su vez por las actividades catalasa o 

glutatión peroxidasa.  

Fundamento: La actividad de SOD  se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la 

reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superóxidos generados por el 

sitema de xantina-xantina oxidasa. 

El procedimiento fue de acuerdo a Beuchamp y Fedovich  (1976). Se preparó el  reactivo 

para el ensayo de SOD el cual contenía: solución de xantina 0.122 mM, solución de EDTA 

0.122 mM, solución de NBT 30.6 µM, solución Na2CO3  400 mM  y solución de Albúmina 

0.006 %,  se tomaron 490 ml de reactivo de ensayo de SOD, 33 µl (1:50)  del 

homogenado y 30 µl de xantina oxidasa, se incubó a temperatura ambiente 15 min, y se  

leyeron las muestras  en el espectrofotómetro a 560 nm. La actividad se expresó en 

unidades por miligramo de proteína (Pedraza-Chaverri y cols., 2005). 

 

 6.6.4 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA (GPx). 

Fundamento: La  actividad de GPx se mide de manera indirecta por una reacción acoplada 

con la glutatión reductasa y se basa en la disminución de la absorbancia a 340 nm por la 

desaparición de NADPH, la GPx al reducir los hidroperóxidos consume el glutatión 

reducido, que se regenera por la glutatión reductasa a partir del glutation oxidado, en donde 

se consume NADPH (reacciones 29 y 30). 

Reacción 29 

                                      GPx 

ROOH + 2GSH     →    ROH + H2O  + GSSG 
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Reacción 30 

                                                 Gred 

    GSSG+NADPH +H+    →   2GSH + NADP+ 

 Se preparó una mezcla de reacción  con  PBS 50mM (pH 7.0), solución de EDTA 0.1mM, 

solución de azida de sodio 1 mM,  glutatión reductasa  (2.5 U/ml), glutatión oxidado  0.1 

mM,  NADPH  0.2 mM y  GSH 1mM; se tomaron 800 µl de reactivo de ensayo de GPx  y 

270 µl PBS (tubo inespecífico) para el tubo de reacción se tomaron  30 µl homogenado 

(1:10), 800 µl de reactivo de ensayo de GPx,  32 µl de  H2O2 al 30% 2.5 mM. Se agitó en 

un mezclador vórtex e inmediatamente se leyó a 340 nm cada minuto durante 3 min en un 

programa de cinética  en un espectrofotómetro Beckman Coulter, modelo DU-640. La 

actividad se expresó en unidades por miligramo de proteína (Lawrence y  Burk  1976; 

Pedraza-Chaverri y cols., 2005). 

 

6.6.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION –S-TRANSFERASA (GST). 

La glutatión S-transferasa (GST) es una familia de enzimas que catalizan la conjugación del 

glutatión endógeno a una variedad de compuestos electrofílicos,  para hacerlos más solubles y  

de fácil excreción, protegiendo las macromoléculas biológicas de las consecuencias tóxicas de 

una reacción covalente con el xenobiótico. Estas enzimas han sido implicadas en la 

desintoxicación y biotransformación de muchos xenobióticos. 

Fundamento: La actividad de GST, se mide por el incremento en la absorbancia del conjugado 

formado  al reaccionar el GSH con el 1 cloro, 2, 4 dinitrobenzeno (CDNB)  a 340 nm.  

Se prepararon las siguientes soluciones: PBS 0.05mM, CDNB 0.02M y GSH 0.05 M. A un tubo 

de ensaye se le agregó 910  µl de  PBS, GSH 20  µl,  CDNB, 50 µl,  20  µl de homogenado  

(1:10),  se agitó y  se leyó en espectrofotómetro a 340nm  cada min/3 min. La actividad se 
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expresó en unidades por miligramo de proteína (Khan N y Sultana S.  2005; Pedraza-Chaverri  

y cols., 2005). 

6.7 Peroxidación lipídica. 

El método fue por medio de  la determinación colorimétrica de las sustancias reactivas 

con el ácido tiobarbitúrico (TBARS). Esta técnica permite la detección de  un cromógeno 

formado por el ácido tiobarbitúrico (TBA) con el malondialdehído (MDA), que es un 

producto final de la peroxidación lipídica. Se siguió la técnica reportada por Janero (1998), 

se homogenizó 1 gr del tejido en 50 µl de hidroxitolueno butilado 0.1 M disuelto en 1 ml de 

metanol absoluto  y 0.95 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se centrifugó a 

3,000 x g por 10 min,  se retiró la fase superior y se almacenó a -80 ºC hasta su uso. 

Se preparó el reactivo de TBA: 0.026 M de TBA, 0.211M  HCl, TCA 6.66% y deferoxamina 

mesilada 1mM, disuelta en 42 ml de agua deionizada. La solución de TBA, se calienta a 

temperatura de ebullición por 30min en un baño de aceite  (Thermomix 1420). 

Posteriormente se colocó las muestras en baño de hielo durante 5 min y  se les agregó 1 

ml de  mezcla de butanol/piridina (15:1),  se centrifugó a 3,000 g durante 15 min (Sorvall 

RC-5B Dupont). La fase superior se retiró y las absorbancias se leyeron  a 532 nm en 

espectrofotómetro. Los resultados se expresaron en nmol/ml MDA/mg/proteína.  

 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 
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6.8 DETERMINACION DE PROTEINAS. 

Se determinaron  por el método de Lowry O y cols., 1951. 

 

6.9 ESTADISTICA.  

Todos los datos  se expresan como media ± desviación estándar y se analizaron por 

análisis de varianza (ANOVA) seguido de un prueba  de comparaciones múltiples de 

Bonferroni (GraphPad Prism 4.0 Software, San Diego, CA, USA.). Una pcon valor <0.05  

fue considerada estadísticamente significativa. 
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7. RESULTADOS  

7.1 Determinación de polifenoles. 

 El contenido total de polifenoles en los extractos de acetona y metanol fue de 19.35 y 

50.03 mg/mL equivalentes de catequina, respectivamente. El contenido de flavonoides 

totales fue de 0.030 y 0.070 mg/mL de equivalentes de quercetina en los extractos 

acetónico y metanólico, respectivamente. Estos estudios aportan una herramienta de 

diagnóstico general de la capacidad antioxidante de los extractos.  

 

7.2 Actividad de atrapamiento de los extractos de Heterotheca  inuloides.  

En el presente estudio, se investigó  la habilidad  reductora del extracto acetónico y 

metanólico para diferentes radicales libres: (radical ABTS+●, radical DPPH● , radical O2 -● , 

radical, H2O2, radical OH●
, radical 1O2, radical HOCl y radical ONOO−), el  análisis de los 

valores de  IC50 obtenidos mostraron que el extracto metanólico tiene una actividad 

reductora muy eficiente in vitro,  excepto con  DPPH 
•
 y  OH●. Asimismo se observó   que 

los extractos de H. inuloides,  así como los compuestos de referencia utilizados atrapan 

en una forma dependiente de la concentración  a DPPH
•
, ABTS•+, O2 -●, HOCl, H2O2, OH,  

1O2, y ONOO− (Figura 5). Los valores de IC50 fueron  calculados a partir de la parte lineal 

de la curva dosis-respuesta y se puede observar en la Tabla 2. Para ABTS•+, la capacidad 

de atrapamiento del extracto metanólico y acetónico fue 12.3 y 6.3 veces mayor que la del 

ácido ascórbico (Tabla 3, Figura 5A). Por otra parte, los extractos de metanol y acetona 

también presentaron capacidad  atrapadora del DPPH● aunque fueron menos eficientes 

(0.60 y 0.72 veces respectivamente) que el ácido ascórbico (Tabla 3, Figura 5B). El 

radical O2
● fue atrapado por los extractos   metanólico  y acetónico 2.6  y 3 veces  más 

eficiente que el NDGA (Tabla 3, Figura 5C). La capacidad  atrapadora de HOCl por los 

extractos metanólico y acetónico  de H. inuloides fue significativamente mayor que la del 
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ácido ascórbico (2,7 y 2,5 veces respectivamente) (Tabla 3, Fig. 5D). La capacidad de 

atrapar de los  extractos metanólico y acetónico para H2O2 fue de 1.8  y 1.3 veces mayor 

que el piruvato de sodio (Tabla 3, Figura 5E).  La capacidad reductora para el  OH● del 

extracto metanólico fue muy similar a la exhibida por DMTU, por otra parte, el extracto 

acetónico fue mucho menos activa que DMTU (Tabla 3, Fig. 5F). La capacidad de 

atrapamiento de los extractos metanólico y acetónico  de H. inuloides  para el ONOO
-
  fue 

10 veces superior a la exhibida por penicilamina (Tabla 3, Figura 5G). Los  extractos  de 

metanol y acetona fueron mayores atrapadores del oxígeno singulete  (4 y 2 veces) 

respectivamente  que el GSH (Tabla 3, Figura 5H).  
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Tabla 3.  Capacidad atrapadora de los extractos acetónico y  metanólico de Heterotheca 

inuloides y  sus compuestos de referencia. 

 

 

Los datos representan la media±S.D. El número de datos se encuentran entre paréntesis. 
*p<0.001, **p<0.01 vs compuesto de referencia, ∆p<0.001 vs extracto acetónico, &p<0.05 
vs  extracto acetónico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Especie 
 
 

Extracto  
acetónico 

Extracto 
metanólico 

Compuesto de 
referencia 

 

 IC50 (mg/mL) IC50 (mg/mL)  IC50 
(mg/mL) 

     
 

ABTS•, 
 

1.02±0.16* 
 (6) 

 
0.52±0.70* 

(6) 

 
Acido Ascórbico  

 
6.38±0.56 

(6) 
 

DPPH• 
 

1.38±0.24 
(6) 

 
1.14±0.16 

(6) 

 
Acido Ascórbico  

 
0.83±0.09 

(6) 
 

O2
●− 

 
1.16±0.040* 

(6) 

 
0.98±0.30* 

(6) 

 
NDGA 

 
3.02±0.45 

(6) 
 

HOCl 
 

0.95±0.12* 
(6) 

 
0.88±0.20* 

(6) 

 
Acido Ascórbico  

 
2.34±0.23 

(6) 
 

H2O2 
 

1.01±0.15** 

 (6) 

 
0.73±0.20*,& 

(6) 

 
Piruvato 

 
1.35±0.02 

(6) 
 

OH• 
 

3.72±0.20* 
(6) 

 
2.13±0.10**,∆ 

(6) 

 
DMTU 

 
2.53±0.13 

(6) 
 

ONOO- 
 

0.26±0.30* 
(6) 

 
0.24±0.10* 

(6) 

 
Penicilamina 

 
2.46±0.08 

(6) 
 

1O2 
 

0.33±0.010* 
(6) 

 
0.20±0.14* 

(6) 

 
GSH 

 
0.74±0.10 

(6) 



65 
 

 
 
 
 

Fig. 5. ABTS●+ (panel A), DPPH● (panel B), O2
- (panel C), HOCl (panel D), H2O2 (panel E), OH• 

(panel F) ONOO_   (panel G),  1O2
- (panel H), capacidad atrapadora del extracto acetónico (●), 

extracto metanólico (○)  y compuesto de referencia (■): ácido ascórbico para ABTS●+, DPPH● y  
HOCl, NDGA para O2

•, Piruvato para  H2O2,  DMTU para HO•, Penicilamina para ONOO_  y  GSH 
para  1O2

-  . Cada figura es el resultado de 6 ensayos con desviación estandar.  
 
 

 

 

 

A B C D 

E F G H 
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7.3 Determinación de la  actividad  atrapadora del superóxido (O2
●−−−− )  por los 

extractos de  Heterotheca  inuloides por  EPR. 

 La fomación del aducto entre el radical superóxido y el DMPO se observa como   una 

señal muy intensa, (Fig 6, Panel 1),  este mismo patrón ya ha sido reportado 

anteriormente (Jia Z  y cols., 2008).   Cuando se incubó la mezcla de reacción con el 

extracto metanólico y el DMPO, se observó una señal abatida del espectro de EPR (casi 

plana) Fig 6, Panel 2; la adición del extracto acetónico  mostró una señal  de EPR,  de 

intensidad intermedia entre el  control y el extracto metanólico Fig 6, panel 3. Estos datos 

nos indican que ambos extractos,  en especial el metanólico,   poseen la capacidad de 

inhibir la generación del O2
•-  .  

 

3 4 5 0 3 4 6 0 3 4 7 0 3 4 8 0 3 4 9 0

D M P O -O O H  A d d u c t

(1 )

(2 )

(3 )

M a g n e t ic  f ie ld  (G )
 

Fig. 6. Disminución de las señales del aducto O2
•− , generadas  por el sistema  

xantina/xantina  oxidasa. El aducto DMPO-OOH  fue medido por espectrometría  de  EPR. 
Señal del  O2•− generada por el sistema  xantina/xantina  oxidasa (panel 1). Extracto 
metanólico + O2

•− (panel 2),  extracto acetónico + O2
•− ,  (panel 3)  de  H. inuloides [0.5 

µg/mL].  
 
 

Aducto DMPO-OOH 



67 
 

7.4 Actividad antioxidante de los  compuestos bioactivos de Heterotheca  inuloides.  

En un intento por obtener más información sobre la naturaleza de las moléculas bioactivas 

relacionadas con la actividad de atrapamiento,  incluimos en el análisis  algunos de los 

metabolitos  de  H. inulodes obtenidos del extracto metanólico: (7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-

cadaleno, espinasteril-3-O-β-D-glucopiranósido,  quercetina,  D-chiro-inositol y 

espinasterol,  previamente identificados en el extracto metanólico (Tabla 1). 

Nuestros resultados mostraron que estos compuestos presentan una  mayor actividad de 

atrapamiento que los compuestos de referencia (tabla 4).  

El O2
•-    es una especie de oxígeno reactivo que puede causar daño a células y al DNA. 

(1,2).  En cuanto a la capacidad para atrapar al radical O2
● , esta aumentó en el siguiente 

orden: 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno <espinasterol-3-O-β-D-glucopiranósido < 

quercetina < D-chiro-inositol < espinasterol; todos ellos fueron mejores antioxidantes que 

NDGA (Tabla 4, Figura 7A).  

El HOCl es un oxidante poderoso el cual reacciona  con diversas moléculas de 

importancia biológica.  Es producido en el organismo por oxidación de los iones de Cl- en 

el sitio de inflamación por  la enzima mieloperoxidasa presente en los neutrófilos (Firuzi O 

y  cols., 2004). En cuanto a la capacidad de atrapamiento   HOCl, ésta  aumentó en el 

siguiente orden: espinasterol-3-O-β-D-glucopiranósido <quercetina< espinasterol,  todos 

ellos fueron mejores antioxidantes que ácido ascórbico (Tabla 4, Fig 7B). Sin embargo, la 

IC50 de los metabolitos D-chiro-inositol y 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno excedieron 

los valores de las concentraciones usadas. 

El H2O2 es un agente oxidante que inactiva  a las enzimas indirectamente, generalmente 

por oxidación de grupos tioles esenciales  (SH-), pero tiene muchos efectos tóxicos 

(Widmer CC y cols., 2010). La habilidad de los metabolitos para atrapar el H2O2  aumenta 

en el siguiente orden: 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno < quercetina < espinasterol-3-O-
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β-D-glucopiranósido <espinasterol < D-chiro-inositol,  respectivamente. En las condiciones 

del ensayo el piruvato se utilizó como compuesto de referencia, pero no fue eficiente su 

atrapamiento (Tabla 4, Fig 7C). 

El OH•••• es un radical libre extremadamente reactivo formado en el sistema biológico y ha 

sido implicado en diferentes patologías (Valentão y cols., 2002). Nuestros resultados 

muestran  que la capacidad para inhibr al radical OH•  fue en el siguiente orden: D-chiro-

inositol > quercetina > 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno.   No obstante  los  valores de 

IC50 para el espinasterol y el espinasterol-3-O-β-D-glucopiranósido no se pudieron 

determinar (Tabla 4, Fig 7D). 

El peroxinitrito  (ONOO-) se forma por la reacción entre el óxido nítrico (NO•) y el radical 

superóxido (O2
•-) y aunque es un  fuerte oxidante, su capacidad de  reacción con las 

biomoléculas es relativamente bajo.  Se puede difundir fácilmente a través de las 

membrana celular (Ferrer-Sueta y Radi. 2009; Goldstein y Merényi. 2008).  Los 

metabolitos quercetina y espinasteril-3-O-β-D-glucopiranósido fueron 11 y 12 veces más 

eficientes respectivamente para atrapar al ONOO
-
. El  7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno 

(1.199), el espinasterol (0.833) y el D-chiro-inositol (0.666)  requirieron de concentraciones 

más altas (alrededor de 1mg/mL) para permitir el cálculo de los valores de IC50 v (Tabla 4, 

Figura 7E).  

El radical  1O2 mostró una  capacidad antioxidante que disminuyó en el siguiente orden: 

espinasterol < 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno < espinasterol-3-O-β-D-glucopiranósido 

< quercetina < D-chiro-inositol (Tabla 4, Figura 7F).   
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Tabla 4.  Capacidad atrapadora de los diferentes metabolitos obtenidos del extracto metanólico de Heterotheca inuloides y  sus 
compuestos  de referencia. 

 
 

Los datos representan la media ± S.D *p< 0.001 vs compuesto de referencia,  bp <0.001 vs espinasterol,°p <0.001 vs. quercetina, &p< 
0.05 vs quercetina  +p <0.001 vs 7-Hidroxi-4bH-3,4-dihidrocadaleno,  #p<0.001 vs Spinasteril-3-O-β-D-glucopiranosido

Especie 
 
 

Quercetina 7-Hidroxi-4bH-
3,4-

dihidrocadaleno 

Espinasterol Espinasterol-3-O-
β-D-

glucopiranosido 

D-chiro-Inositol                         Compuesto 
de referencia 
       
 
            

 

 IC50 
 (mg/mL) 

IC50  
( mg/mL) 

IC50  
( mg/mL) 

IC50  
( mg/mL) 

IC50  
( mg/mL) 

     IC50  
(mg/mL)   

        
 
O2

●- 

 

 
0.052±0.024* 

 
0.26±0.053*,° 

 
0.029±0.003*,& 

 
0.183±0.026*,° 

 
0.030±0.004*,& 

 
NDGA 3.023±0.3 

 
HOCl 
                                                   

 
0.070±0.020* 

 
>1.9 

 
0.032±0.003* 

 
4.31±0.052*,°, b 

 
>0.666 

 
Acido 
ascorbico                                               

 
1.655±0.014 

 
H2O2 
 

 
0.167±0.058* 

 
0.947±0.039*,°, b 

 
0.057±0.005*,°,+ 

 
0.070±0.0028*,°,+ 

 
0.018±0.002*,°,+, b,# 

 
Piruvato 

 
0  1.870±0.15 

 
OH•••• 

 

 
0.258±0.015* 

 
0.689±0.015*,° 

 
>0.833 

 
>4.9 

 
0.156±0.014*,°,+ 

 
DMTU 

 
2.396±0.120 

 
ONOO- 

 

 
0.191±0.013* 

 
>1.199 

 
>0.833                 

 
0.977±0.001*, ° 

 
>0.666 

 
Penicilamina 

 
2.059±0.340 

 
1O2 
 
 

 
0.325±0.038* 

 
0.047±0.005*,° 

 
0.002±0.0003*,°,+ 

 
0.113±0.0022*,°,+, b 

 
0.338±0.024*,+,b,,# 

 
GSH 

 
0.74±0.066 
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Fig. 7. Capacidad reductora de los diferentes metabolitos del extracto metanólico de H. 

inuloides. O2
- (panel A). HOCl (panel B), H2O2  (panel C), OH• (panel D), ONOO_   (panel 

E), 1O2
- (panel F). Metabolitos: querecetina (∆),7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno (*), 

espinasterol (□),espinasteril-3-O-β-D-glucopiranósido (•), D-chiro-inositol (□) y compuesto 

de referencia (■): NDGA para  O2
•-, Piruvato para H2O2,  DMTU para HO•, Penicilamina  

para ONOO_    y  GSH para 1O2. Cada figura es el promedio de 6 ensayos y su desviación 

estándar. 
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7.5 RESULTADOS IN VIVO 

7.5.1 Determinación de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y alanin 

aminotransferasa (ALT) como marcadores de daño hepático. 

La figura 8 muestra  las actividades de ALT y AST en  suero de los  grupos de tratamiento 

y control en el primer experimento. Después del tratamiento CCl4,  las actividades de ALT 

y AST aumentaron  cinco y seis veces, respectivamente, en comparación con los grupos 

que recibieron aceite de oliva y solución amortiguadora de fosfato. El extracto de acetona 

produjo  un aumento del doble de AST respecto al  grupo de aceite de oliva, lo que fue un 

resultado inesperado que requiere de mayor investigación. La administración de 

cualquiera de los extractos previene el aumento de actividad de ALT y AST provocado por 

el CCl4.  El extracto metanólico mostró el mayor nivel de protección reduciendo en un 70% 

y 75% los  niveles de AST y ALT, respectivamente, a diferencia del grupo  de CCl4,  el 

grupo tratado con amortiguador de fosfatos mantuvo los niveles basales de AST y ALT. 

Estos resultados indican que ambos extractos protegen  significativamente del incremento 

en las actividades de   AST y ALT  inducidas por CCl4.  
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Fig. 8. Efecto de los extractos acetónico y metanólico de  H inuloides  sobre las 
actividades de  (A) AST  y (B) ALT en todos los grupos  de estudio : O.O, grupo Aceite de 
oliva; P.B, grupo de amortiguador de fosfatos ; Ac.E,  grupo de extracto acetónico; Me.E, 
grupo de extracto metanólico; CCl4, grupo tratado con CCl4; CCl4+Ac.E, grupo  tratado con 
CCl4 + extracto acetónico;  CCl4+Me.E, grupo tratado con  CCl4 + extracto metanólico. Las 
ratas fueron sacrificadas  2 días después de la inyección con  CCl4  (1.5 mg/kg). La 
actividad de cada enzima  fué realizada 6 veces por triplicado. Los valores representan la 
media±D.E de 18  determinaciones. ap<0.001 vs. todos  los grupos. 
 

7.5.2 Peroxidación lipídica. 

Los niveles de MDA  son utilizados como un marcador  de daño  por los radicales libres 

que reaccionan con los lípidos de las membranas celulares.  Las mediciones de los 

niveles de MDA en los homogenados de hígado  en el primer  experimento se muestran 

en la Fig 9. Los niveles de MDA en el grupo de ratas tratadas con CCl4  fueron 

significativamente más altos que los grupos control (A O y A F).  Los grupos tratados con 

los extractos acetónico y metanólico tuvieron una respuesta similar al grupo tratado con A. 

F. Los grupos tratados con CCl4 más extracto acetónico o metanólico  inhibieron la 

elevación  de los niveles de MDA al compararse con el grupo tratado con CCL4.  
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Estos hechos muestran que cuando los radicales libres presentes exceden  la habilidad 

de la célula para removerlos estos  pueden causar la peroxidación lipídica como se 

observó en el grupo tratado con CCL4, así mismo,  ambos extractos son buenos 

atrapadores de los ROS,  siendo mejor el extracto metanólico.  

 

0 .0 0

0 .2 5

0 .5 0

0 .7 5

1 .0 0

1 .2 5

A .O    A .F   E . A c . E . M e . + E . A c .+ E . M e .
C C l4

a

n
m

o
l M

D
A
 /m

l /
m

g
 p

ro
t

 

Fig. 9. Contenido de MDA en el hígado  en todos los grupos de estudio: A.O, grupo Aceite 
de oliva; A.F, grupo de amortiguador de fosfatos ; E. Ac.,  grupo de extracto acetónico; E. 
Me., grupo de Extracto metanólico; CCl4, grupo tratado con CCl4; CCl4+Ac.E, grupo  
tratado con CCl4 + extracto acetónico;  CCl4+Me.E, grupo tratado con  CCl4 + extracto 
metanólico. Las ratas fueron sacrificadas  2 días después de la inyección con CCl4  (1.5 
mg/kg). La determinación de MDA fue realizada 6 veces por triplicado. Los valores 
representan la media±D.E de 18  determinaciones. ap<0.001 vs.  todos los grupos.  
 

 

7.5.3 Análisis  Histopatológico. 

Con el fin de investigar si la alteración de las transaminasas hepáticas obtenidas en el 

experimento mencionado anteriormente se reflejaban en una alteración de la integridad 

del tejido, se realizó un análisis histológico clásico,  en rebanadas de hígado teñidos con 

H & E y PAS (Figura 10). Los cortes de hígado de las ratas tratadas con aceite de oliva y 

amortiguador de  fosfato  mostró  la  típica  arquitectura  lobular  con  microscopía  de   luz  
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(H & E y PAS, 100x), se observan las trabéculas hepáticas o  cordones de hepatocitos 

dispuestos en hileras irregulares  que se ramifican desde la periferia del lobulillo entre 

estas hileras irregulares de hepatocitos se observan espacios claros a manera de 

hendiduras que son los sinusoides hepáticos hasta la vénula central, éstos cordones se 

observan   en forma continua. Se evidencia una gran cantidad de polisacáridos (como 

resultado de la tinción para PAS), que corresponde al glucógeno que se encuentra dentro 

de las células de los hepatocitos, se observa que la morfología es  muy regular lo que nos 

indica un buen funcionamiento del hígado. 

 Los extractos acetónico y metanólico no alteraron la arquitectura normal, aunque si se 

observan unas pocas áreas de cordones de hepatocitos alteradas. Los hígados tratados 

con CCl4 mostraron  extensas zonas con necrosis centrilobular, esteatosis microvesicular 

y macrovesicular perivenular con fibrosis severa y necrosis. Los tratamientos con 100 mg / 

kg de los extractos acetónico y metanólico de H. inuloides durante 6 días, en el que los 

últimos tres días se combinaron con CCl4, atenuaron  significativamente estos cambios 

patológicos. En la tabla 2 se presentan los datos cuantitativos del análisis histológico en 

todos los grupos estudiados que confirman que los extractos acetónico y metanólico de H. 

inuloides impidieron el daño hepático inducido por CCl4. 
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Fig. 10. Análisis  histológico  (H&E y PAS) de las secciones de hígado (3 µm) de  todos 

los grupos de estudio: A.O, grupo  Aceite de oliva; A.F, grupo de amortiguador de fosfatos 

E. Ac, grupo de extracto acetónico; E. Me grupo de extracto metanólico; CCl4, grupo 

tratado con CCl4; CCl4+ E Ac., grupo  tratado con CCl4 + extracto acetónico;  CCl4+ E Me., 

grupo tratado con  CCl4 + extracto metanólico. Las ratas fueron sacrificadas  2 días 

después de la inyección con CCl4  (1.5 mg/kg). Aumento 100x. 
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Tabla 5. Área de daño en el hígado (%) calculada  del estudio histológico con las tinciones 

de E&H y PAS 

 

Aceite de oliva (A.O), 0.1 mL/kg; amortiguador  de fosfatos (A.F), 0.1 mL/kg; extracto  

acetónico  (Ext. Act) 100  mg/kg v.o ; extracto Metanólico  (Ext. Met) 100 mg/kg p.o. Los  4  

grupos  fueron considerados grupo control  negativo.  CCl4/aceite de oliva  (1.5 mL/kg i.p.)  

grupo control positivo , Ext. Act +CCl4, corresponden al extracto  acetónico  en 

combinación con CCl4  (100 mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p), Ext. Met+CCl4, corresponden al 

extracto  metanolico en combinación con  CCl4 (100 mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p). Los valores 

representan  la media ± D. E   del porcentaje encontrado en 5 campos de estudio 

escogidos al azar.  ap<0.0001 vs. contra todos los grupos.  

 

 

 

 Grupo  E&H (%)    PAS (%) 

A. O 0.0±0.0 0.0±0.0 

A. F 1.0±0.0 1.0±1.0 

Ext. Act 1.1±0.0 1.3±0.0 

Ext. Met 1.0±0.0 1.0±0.0 

CCl4 99.3±4.1a 99.2±3.9a 

Ext. Act+CCl4 52.0±5.2 50±4.3 

Ext. Met+CCl4 21.85±6.6 22.04±5.9 
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7.5.4   Análisis Inmunohistoquímico. 

 
 
A fin de explorar si el efecto de captura de radicales libres detectado en un sistema in vitro 

podría tener lugar en un sistema in vivo, se estimó la producción de los aductos 3-NT y 4-

HNE  en el hígado de las ratas expuestas a  amortiguadora de fosfato,  extracto 

metanólico y  quercetina y CCl4, CCl4+ Ext metanólico, y CCl4 + quercetina (Figura 11). La 

Inmunohistoquímica para el extracto metanólico y quercetina no mostró ningún cambio 

visible en el nivel de ambos marcadores celulares en comparación con sus respectivos 

controles. Por otra parte, la densidad de tinción positiva para  4-HNE y  3-NT  fue de  99 y 

24 mayor en los animales expuestos a  CCl4. La intensidad de la inmunotinción  para 

ambos marcadores disminuyó  aproximadamente un 80-90% cuando el extracto 

metanólico o la  quercetina fueron administrados a lo largo del experimento junto con el 

agente tóxico (Tabla 6).  
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Fig. 11.  Detección  Inmunohistoquímica de 4-HNE y 3-NT,  de las secciones de hígado (3 

µm) de  todos los grupos de estudio: A.F, grupo de amortiguador de fosfatos; Ext. Met, 

grupo de extracto metanólico; CCl4, grupo tratado con CCl4; CCl4+ Ext Met, grupo tratado 

con  CCl4 + extracto metabólico; CCl4+ Quer, grupo tratado con  CCl4 + quercetina.  Las 

ratas fueron sacrificadas  2 días después de la inyección con CCl4  (1.5 mg/kg). Aumento 

400x. 
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          Tabla 6. Área de daño en el hígado (%) calculada  del estudio   inmunohistoquímico 

                      

Amortiguador  de fosfatos (A.F), 0.1 mL/kg; 100  mg/kg p.o; extracto Metanólico  (Ext. 

MeT) 100 mg/kg v.o. Quercetina 100 mg/kg v.o. Los  3  grupos  fueron considerados 

grupo control  negativo.  CCl4/aceite de oliva  (1.5 mL/kg i.p.)  grupo  control positivo , Ext. 

Met+CCl4, corresponde al extracto  metanólico en combinación con  CCl4 (100 mg/kg v.o, 

1.5 mL/kg i.p), Quer+CCl4, corresponde  a quercetina en combinación con  CCl4 (100 

mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p). .  3-NT: 3- Nitrotirosina; 4-HNE: 4-hidroxinonenal. Los valores 

representan  la media ± D.E del porcentaje encontrado en 5 campos de estudio escogidos 

al azar de cortes de 3 animales que recibieron el tratamiento.   ap<0.0001 vs. contra todos 

los grupos.  

 

 

 

Grupo 3NT % 4-HNE % 

A.F 3.5±1.2 1.0±1.0 

 Ext. Met 4.3±0.7 1.0±0.0 

Quercetina 2.7± 1.1 2.1±0.5 

CCl4 85.3± 4.8a 99.2±3.9a 

Ext. Met + CCl4 15.55±3.5 22.04±5.9 

Quercetina + CCl4 7.93±2.7 12.01±1.8 
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7.5.5  Análisis de las enzimas antioxidantes en el modelo hepático en las 

ratas expuestas a CCl4 . 

En un intento por obtener más información sobre el mecanismo de protección del extracto 

metanólico contra la hepatotoxicidad producida por el CCl4, estudiamos la respuesta de  

naturales antioxidantes celulares, incluyendo las enzimas CAT, SOD, GPx, GR y GST en 

los hígados de los animales del segundo experimento (Tabla 7). Los resultados de la 

determinación de actividades enzimáticas en primer lugar, demostró que la administración 

de CCl4 produjo un marcado descenso en los niveles de todas las enzimas antioxidantes 

en comparación con el grupo control que recibió  amortiguador de  fosfatos. CAT fue la 

enzima más afectada a diferencia de las demás, con una reducción del 74%, seguido por 

GST con una reducción del 62%, SOD y GPx mostraron una reducción del 50%  y GR  se 

vio menos afectada con una reducción del 31%.  El extracto metanólico disminuyó la 

toxicidad del CCl4  mostrando un incremento  en la actividad de las diferentes enzimas 

observadas, de  8-50%.   La determinación de las actividades enzimáticas en la segunda 

parte del experimento se llevó a cabo para evaluar los efectos de la quercetina.  Los 

estudios realizados demostraron  que la quercetina mantiene los niveles de actividad 

enzimática hepática, incluso en la presencia de CCl4. La quercetina  disminuyó la 

toxicidad de CCl4 mostrando una mejoría del  30-100% en  la actividad enzimática. 
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 Tabla 7  Efecto del extracto metanólico y quercetina  de H inuloides, en las actividades  

de las enzimas antioxidantes  en el hígado de las ratas tratadas con  CCl4  

 

Primer grupo de determinaciones: Cada determinación fué hecha dos veces por triplicado 

y los valores representan la media ± S.D (n=3). Amortiguador de fosfatos  (P.B) 0.1 mL/kg;  

extracto metanólico  (Me.E) 100 mg/kg v.o.; CCl4/aceite de oliva  (1.5 mL/kg i.p.);  

Me.E+CCl4 (100mg/kg/ 200 uL v.o, 1.5 mL/kg i.p ), corresponde al extracto metanólico en 

combinación con  CCl4  (primer experimento).  

Segundo grupo de determinaciones: Quer/ P.B  (100mg/kg/ 200 uL v.o); corresponde a  la 

quercetina /amortiguador de fosfatos; Quer+CCl4 (100mg/kg/ 200 uL v.o, 1.5 mL/kg i.p ) 

corresponde a la quercetina en combinación con CCl4 (segundo experimento).  ap<0.0001 

vs.  todos los grupos  

 

 

 

 

Grupo       CAT  

k/mg 

proteína  

    SOD  

  U/mg  

proteína  

GPx  

U/mg 

proteína  

GR  

U/mg 

proteína  

GST  

µM/min/mg 

proteína  

A.F  0.6±0.8  107.7±8.9  0.11±0.016  0.048±0.004  0.20±0.03   

E.Me.  0.56±0.10  87.3±9.10  0.11±0.01  0.054±0.002  0.17±0.025   

CCl4  0.16±0.29a  55.1±5.19a  0.052±0.019a  0.033±0.003a  0.075±0.030a   

E. Me.  
+ CCl4  

0.42±0.95  81.64±1.91  0.052±0.003  0.052±0.003  0.14±0.015   

Segundo grupo  
de   

Determinaciones 

      

A.F.  0.25±0.016  82.27±0.046  0.14±0.07  0.025±0.003  0.27±0.07   

Quercetina  0.38±0.012  69.13±0.013  0.13±0.018  0.018±0.008  0.23±0.19   

CCl4  0.054±0.050a  46.33±0.042a  0.088±0.045a  0.010±0.001 a  0.093±0.12a   

Quer +CCl4  0.38±0.043  65.10±0.06  0.17±0.055  0.017±0.001  0.22±0.015   
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8. DISCUSION. 

Los ROS contribuyen al desarrollo de diversas condiciones patológicas como  la 

arteriosclerosis,   diabetes,  procesos de envejecimiento  y respuestas inflamatorias 

(Halliwell  y Gutteridge  2001; Valko y cols., 2007; Seifried y cols., 2007). Numerosos 

estudios han mostrado que estos ROS pueden estar involucrados en otras enfermedades 

como cáncer, enfermedades neurodegenerativas, cirrosis hepática, entre otras. (Valko y 

cols.,  2007; Seifried y cols., 2007). Un gran número de reportes han propuesto que el uso 

de  compuestos antioxidantes, ya sean naturales o sintéticos, podría ayudar a prevenir 

esas condiciones y mantener la salud humana. Sin embargo, como los antioxidantes 

sintéticos no son los preferidos para el uso farmacológico debido a las repercusiones 

toxicológicas, el interés se ha centrado en la identificación de extractos  y metabolitos 

naturales como suplementos con propiedades antioxidantes. La mayoría de estos 

antioxidantes naturales provienen de frutas, verduras, especias, granos y hierbas como el 

ginseng, la cúrcuma, el ginkgo, el romero, el  té verde,  la uva, el jengibre y el ajo. Estos  

compuestos naturales contienen una gran variedad de antioxidantes, tales como: 

compuestos fenólicos, polifenoles, flavonoides, carotenoides, entre otras  (Rababah y 

cols., 2004).   Hoy en día las industrias farmacéuticas o cosméticas utilizan  antioxidantes 

como la vitamina C, el ascorbato de sodio (Elmore 2005), el timol (Andersen 2006), 

extractos acuosos utilizados como nutrimentos nutricionales como el Vimang y el 

Mangostán  (Rodeiro  y cols., 2008; Pedraza-Chaverri y cols., 2008).  

H. inuloides es una planta con varios efectos medicinales muy utilizada en México, como 

medicina tradicional  para el tratamiento de  tromboflebitis, acné, contusiones y dolores 

musculares y como antiinfllamatorio. Los extractos metanólico  y acetónico se componen 

principalmente de flavonoides y terpenos los cuales se encuentran en diferentes 

concentraciones. Dado que los polifenoles  son conocidos como responsables de tener 

actividad antioxidante, en este estudio se encontró que la concentración de polifenoles 
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totales y flavonoides era mayor en el extracto metanólico, lo cual nos sugiere que dicho 

extracto  es el que posee un  mayor potencial antioxidante. Algunos de estos terpenoides y 

flavonoides individualmente se reportaron como  antiinflamatorios, lo cual fue confirmado 

con un  extracto acetónico, que inhibió el edema  inducido por TPA  en la oreja del ratón 

(Delgado  y cols., 2001). Una caracterización sistemática de sus propiedades atrapadoras 

así como de sus componentes no había sido descrita. por lo que esta caracterización  es 

parte de la bio-evaluación  de su efectividad como medicina tradicional  e identificación de 

moléculas con potencial farmacológico. 

Los polifenoles son componentes muy importantes de la planta  que tienen capacidad 

atrapadora asociada a la presencia de los grupos hidroxilo de su estructura química, que 

además le confieren la capacidad de quelar iones de metales de transición (Rice-Evans  y 

cols., 1997). Por otra parte, los datos de la literatura proponen  que las características 

estructurales de los flavonoides para ser antioxidantes  incluyen: i) un grupo catecol en el 

anillo B (sustituyentes hidróxilo en las posiciones 3´y 4´), ii) un enlace doble  en la posición 

2 y 3 conjugado con la función 4-oxo, en el anillo C y iii) la presencia de sustituyentes 

hidróxilo en las posiciones 3 del anillo C  y 5 del anillo A. (Figura 12) Estas características 

son importantes para sus actividades de atrapadores de radicales libres (Choi y cols., 

2007; Furuno y cols., 2002; Wang y cols., 2006). 

                   Figura 12. Caracteristicas estructurales importantes de los flavonoides 
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Haraguchi y cols (1997) demostraron   que  el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno,   el 7-

hidroxicadaleno,  los  flavonoides, la quercetina y  el kaempeferol, obtenidos de  H. 

inuloides, poseen  actividad atrapadora  para el radical DPPH●,   contribuyendo a esta 

actividad  la presencia de los sustituyentes  hidroxilo  (OH)  presentes en estos   

compuestos.  El ácido ascórbico es un compuesto esencial en los tejidos vegetales, se ha 

informado  que actúa como un  eficaz  atrapador del radical   DPPH ● (Soares y cols., 

2003), por lo que fue utilizado como  compuesto de referencia en este estudio. Se ha 

planteado que  dentro de la estructura de diversos flavonoides el número de grupos 

hidroxilo tienen importancia para mejorar su función de atrapamiento,  por ejemplo: la 

mircetina contiene 6 sustituyentes OH,  quercetina, rutina y catequina tienen 5 

sustituyentes OH,  kaempferol,  luteolina  tienen 4 sustituyentes OH, resaltando que  la 

presencia del grupo catecol en el anillo B parece ser esencial para mejorar su actividad 

antioxidante (Silva y cols., 2002). 

El ensayo de ABTS es un modelo de atrapamiento rápido  y eficiente del radical catión 

ABTS● +, y se ha utilizado para  el análisis de la actividad antioxidante de diversos 

flavonoides. El mecanismo de acción que se ha sugerido  ha sido por la evaluación de la 

reactividad de los  hidroxilos sustituyentes  (OH), en el anillo B de los polifenoles, siendo 

mas reactivo el OH en posición 3´,  que el de otra posición. Cuando el polifenol tiene más 

de dos sustituyentes OH en el anillo B (grupo catecol),  se convierte en un mejor atrapador  

del  ABTS● +, el mecanismo que se sugiere es probablemente la donación  de un electrón, 

que forma una semiquinona que al donar otro electrón forma una  quinona estable  (Figura 

13). (Pannala y cols.,  2001). 
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Figura 13. Formación de la estructura quinona estable 

                                                   

El anión superóxido es una especie de oxígeno reactivo, que puede causar daños a la 

célula y a ADN,  lo que conduce a diversas enfermedades (Halliwell  y Gutteridge 2001,  

Basaga H.S 1990).  

Los flavonoides pueden reaccionar al transferir electrones por los sustituyentes OH del 

anillo B, con  los radicales O2
●- , el OH•••• , el H2O2 y el ONOO

-
 , formando un radical aroxil 

estable, que  a su vez puede reaccionar con un segundo radical y formar una estructura de 

quinona estable  (Figura. 13, 14).  (Rice-Evans  y cols., 1996; Cao y  Sofic 1997; Robak  y 

Gryglewski 1988; Furuno  y cols., 2002; Cos  y cols., 1998; Nijveldt y cols., 2001;  Pannala 

y cols., 2001; Roginsky 2003). 

 

                                                         Figura 14. Radical aroxil 
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Diversos estudios confirman que la presencia de un grupo catecol es un requerimiento 

mínimo para poder atrapar el O2
●-  y el 1O2.

 (Robak y Gryglewski 1988; Tournaire y cols., 

1993; Furuno y cols., 2002;  Nagai  y cols., 2005), Sin embargo, Furuno y cols., (2002), 

han propuesto que el grupo pirogalol (anillo B con sustituciones OH en posiciones 3´, 4´y 

5´),  puede ser de 5 a 9 veces más efectivo que un grupo catecol solo para el  radical 

anión O2
●- . 

Una enzima importante que se incrementa durante el estrés oxidante es la  xantina 

oxidasa, la cual está involucrada en diversas enfermedades  mediadas principalmente por 

el O2
●- . Con el fin de conocer la capacidad inhibidora de diferentes  flavonoides y 

relacionarlos  con la estructura funcional contra  la enzima xantina oxidasa,  se han 

estudiado estos compuestos con diferente  número de sustituyentes OH en el anillo A, 

debido a la semejanza con la xantina oxidasa. Cos y cols (1988) demostraron    que los 

sustituyentes   OH 5 y 7 del anillo A y la doble ligadura en el carbon 2 y 3 del anillo C, son 

esenciales para tener una mayor capacidad inhibitoria de la xantina oxidasa  Van Hoorn y 

cols (2002) implican al grupo catecol  como un importante grupo que contribuye a la  

inhibición de la xantina/xantina oxidasa.  

Otro mecanismo que se ha propuesto es el demostrado por Pauff y Hille (2009),  los 

cuales relacionan a la quercetina,  la silvina y la  luteolina como inhibidores de la enzima 

xantina oxidasa, al competir e interactuar directamente  con el sitio activo que contiene al 

molibdeno (molécula que se encuentra asociada a la xantina oxidasa), de esta forma se 

inhabilita la producción del radical anión O2
● −.   Haraguchi  y cols (1997),  demostraron  

que los flavonoides de H.inuloides atrapan  O2
● − generados enzimáticamente o no 

enzimáticamente en microsomas hepáticos. Nuestros resultados coinciden con  los  

reportados en otros estudios,  en los que demuestran que  la quercetina y kaempferol 

inhiben la producción de O2
● − generados por el sistema de la xantina / xantina-oxidasa 

(Pannala y cols., 2001; Cos y cols., 1998; Selloum y cols., 2001). Estos hechos sugieren 
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que la disminución en la concentración de O2
● − se asocian a la presencia de diferentes 

metabolitos de H. inuloides. 

De todas las especies reducidas del oxígeno, la más dañina es el radical hidroxilo. Su alta 

toxicidad se debe a que posee una vida muy corta (10-9 segundos) y una alta reactividad, 

que le permite interactuar con todo tipo de sustratos (Valentão y cols., 2002). Se ha 

propuesto que las estructuras químicas de  varios flavonoides las hacen eficientes 

quelantes de metales  como Fe2+ o el Cu+, los cuales catalizan la formación del radical 

hidroxilo a partir de peróxido de hidrógeno en la reacción de Fenton (Melidou y cols., 2005; 

Perron y cols., 2008; Widmer y cols., 2010). La propuesta  de varios sitios de unión para 

estos metales  se enfocan en  los OH  que se encuentran en posición 3´y 4´del anillo B 

(grupo catecol), el OH en posición 3 del anillo C conjuntamente con  un grupo oxo en 

posición 4 del anillo C, otra  propuesta es  la presencia de un grupo hidroxilo en posición 5 

del anillo A,  Van Acker y cols (1996) concluyen que  un flavonoide con un grupo catecol 

tiene una mejor contribución a la quelación de los metales. Por lo que la acción quelante 

de los flavonoides es muy importante ya que el hierro queda incapacitado para participar 

en la reaccion de Fenton y en la fase de propagación de la peroxidación lipídica. En 

nuestro estudio, los OH•••• generados por la reacción del complejo hierro/EDTA con H2O2 en 

presencia de ácido ascórbico, nos demostraron que en todos los casos se tuvo buen 

atrapamiento del radical.  La quercetina en particular es conocida por quelar fierro y por lo 

tanto inhibir directamente la lipoperoxidación  (Mathew y cols., 2006). También se  

demostró que la quercetina, el kaempferol,  el 7-hidroxi-3,4 dihidrocadaleno y el 7- 

hidroxicadaleno, aislados de las flores de H. inuloides inhiben  la peroxidación lipídica 

(Haraguchi y cols., 1996; 1997). Estos mismos compuestos bioactivos se encuentran en 

ambos extractos, por lo que este efecto se puede atribuir principalmente a la donación de 

electrones de los sustituyentes OH, la estabilización de los radicales libres y la formación 

de un radical aroxil flavonoide  estable. 
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El H2O2 es un agente oxidante débil que inactiva las enzimas directamente por la oxidación 

de los grupos tiol (-SH). En trabajos con células Jurkat  donde se evaluó la capacidad de 

diversos flavonoides para proteger del daño al DNA causado por el  H2O2,  se demostró  

que los flavonoides son capaces de  unirse al fierro, principalmente por la presencia de un 

grupo hidroxilo en posición 3 y otro en posición 4  del anillo C, sin embargo la presencia de 

un grupo hidroxilo adicional en posición 5 en el anillo A incrementa  la protección (Melidou 

y cols., 2005); las características para atrapar a metales como el Fe2+ o el Cu+,  y prevenir 

la reacción de Fenton, también se hano reportado  por Perron N. y  Lopes G (Perron N.R y 

cols., 2008. y  Lopes G.K y cols., 1999). 

 El ácido hipocloroso (HOCl), se produce en el organismo por oxidación de los iones Cl-  

con ayuda  de la enzima mieloperoxidasa de neutrófilos y se ha demostrado que es un 

poderoso oxidante que reacciona fácilmente con muchas moléculas biológicamente 

importantes (Aruoma y cols., 1989).  Se ha propuesto que una estructura  característica de 

diversos flavonoides estudiados tiene la presencia de un grupo hidroxilo en posición 5 en 

el anillo A y que la presencia de más de dos grupos hidroxilos confiere mayor actividad 

contra el ácido hipocloroso  (Firuzi y cols., 2004).  Otra observación que se ha propuesto 

es que el grupo OH en posición 3 del anillo C probablemente tenga un mayor efecto en el 

atrapamiento del HOCl, ya que el bloqueo de esta posición en la quercetina baja la 

actividad  de atrapamiento (Rice-Evans y cols.,  1996; Haenen y cols.,  1997; Hirose y 

cols.,  2002).  También se ha demostrado que los polifenoles pueden reaccionar con el 

HOCl y formar productos clorinados, ya que un análisis por espectrometría de masas 

indicó que la clorinación  que ocurre en los carbonos 6 y 8 incrementa la  capacidad 

antioxidante (Binsack y col., 2001). 

El peroxinitrito (ONOO
-
) es un compuesto biológico oxidante y nitrante muy  fuerte,  

formado por la reacción entre el anión superóxido  (O2
●-) y el óxido nítrico  (NO••••), puede 
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fácilmente cruzar la membrana biológica e interactuar  con  moléculas blanco como el 

DNA, proteínas y lípidos (Liaudet L  y cols., 2009).  En este sentido, se ha demostrado  la 

eficiencia de los flavonoides para proteger de la toxicidad del ONOO-. La presencia de un 

grupo catecol en el anillo B y un grupo OH en posición 3 del anillo C, protegen,  

incrementando la eficiencia por la presencia de grupos hidroxilo en posición 5 y 7 del anillo 

A (Heijnen C.G y cols.,  2001). La habilidad de diversos flavonoides  para reaccionar con el 

ONOO-, se observó indirectamente, al medir por HPLC y espectrometría de masas los 

productos formados  por la nitración  de la tirosina,concluyendo que los grupos OH en 

posición 3´y 4´ del anillo B,  el doble enlace en el carbono 2 y 3 del anillo C y  el grupo 

carbonil en posición 4 del anillo C están fuertemente implicados en la actividad 

antioxidante, además de la formación de quinonas las cuales pueden reaccionar con el 

glutatión y formar conjugados   los  cuales constituyen también una ayuda en el proceso 

de desintoxicación  (Pollar y cols.,  2006) 

El oxígeno singulete (1O2) se genera en los sistemas biológicos por una serie de procesos 

endógenos (por ejemplo, las reacciones enzimáticas y químicas) y  estímulos exógenos 

(por ejemplo, UV o luz visible en la presencia de un sensibilizador); sus blancos principales 

son las cadenas laterales de proteínas (Davies y Truscott  2001; Gracanin y cols., 2009.). 

Sin embargo, hay pocos reportes en los cuales se han descrito a los flavonoides  como 

atrapadores de estos radicales (Tournaire  y cols., 1993; Nagai  y cols., 2005), estos 

autores mencionan la importancia  de un grupo  catecol en la estructura del anillo B y 

quizá la doble unión en el anillo C, pueden ser  esenciales para atrapar al  1O2.  Estas 

observaciones fueron confirmadas por  Huvaere K y cols., 2009, quienes mencionan que  

el número y disposición de los grupos hidroxilo particularmente  los grupos 3´y 4´del anillo 

B  son esenciales, el grupo  oxo en posición 4 del anillo C, también favorece esta actividad 

(Brown y cols.,  1998). Así mismo, la demostración  del atrapamiento del radical 

superóxido por el método de EPR  apoya el hecho de que ambos extractos efectivamente 
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redujeron la intensidad de la señal del aducto DMPO-OOH generado por el sistema 

Xantina/xantina oxidasa, resultados similares han sido reportado por Zang y Jin (Zang L y 

cols., 1999; Jin Y.S y cols.,  2005, 2006). Como se mencionó anteriormente,  el O2
●- puede 

reducirse para formar el H2O2  y
  éste en presencia de metales de transición por medio de 

la reacción de Fenton produce  OH••••.. Por lo tanto, el mecanismo de acción de los 

flavonoides es mediante la eliminación o el  atrapamiento  de O2
●-- por  ambos extractos o 

por los metabolitos de H. inuloides logrando proporcionar eficaz protección contra el daño 

oxidante a las biomoléculas.  La mayor parte de la información previa en relación con las 

propiedades antioxidantes de Heterotheca inuloides se generó  in vitro. Con el fin de 

obtener información en el animal completo, se optó por utilizar un  modelo de 

hepatotoxicidad en ratas  intoxicadas con tetracloruro de carbono (CCl4). La base de 

hepatotoxicidad CCl4 radica en su biotransformación por el citocromo P-450 que forma  

dos radicales libres. El primer metabolito, CCL3OH••••, forma uniones covalentes con los 

lípidos y las proteínas, o puede interactuar con O2 para formar un segundo metabolito, 

CCl3O
••••,  o puede perder átomos de hidrógeno para formar cloroformo. Estos 

acontecimientos producen la peroxidación lipídica en la membrana  y el daño hepático 

consecuente (Szymonik-Lesiuk y cols., 2003; Clawson, 1989). La primera evidencia de 

daño hepático inducido por la administración CCl4 se obtuvo al evaluar   las enzimas AST 

y ALT.  Las actividades de AST y ALT  a 48 h  del tratamiento final con CCl4, mostró una 

elevación significativa con respecto a los controles. Dado que estas enzimas entran en el 

sistema circulatorio, como resultado de  alteraciones de la permeabilidad de las 

membranas, sus niveles crecientes reflejan un daño a la integridad estructural del hígado 

(Clawson, 1989; Raja y cols., 2007; Manna y cols., 2006). La administración de los 

extractos de acetona o metanol previno de manera significativa la elevación de AST y ALT,  

inducida por CCl4,  indicando la actividad hepatoprotectora de los extractos de H. inuloides.  
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La peroxidación lipídica  derivada de los radicales libres del CCL4  (CCl3
•••• y CCl3O2

••••), es 

uno de los principales mecanismos de lesión inducida en el hígado (Nagano y cols., 2007), 

el aumento en el daño a la membrana por  la peroxidación lipídica está relacionado con las 

lesiones en diferentes tejidos de muchas patologías (Haliwell B.1997).   

El MDA es un aldehído muy reactivo que aparece durante la peroxidación lipídica de las 

membranas biológicas (Valko y cols., 2007). En el presente estudio, la toxicidad inducida 

en el grupo  tratado con el CCl4, provocó  un aumento en los niveles de MDA  en 

comparación con los grupos control, el tratamiento con los extractos  de acetona y metanol 

de H inuloides invirtió significativamente estos cambios. El aumento en los niveles de MDA 

en el hígado sugiere una mayor peroxidación de los tejidos, esto puede ser debido a una 

falla o disminución de los mecanismos de defensa antioxidantes para prevenir la formación 

de los ROS, sin embargo, los polifenoles  encontrados en ambos extractos  tuvieron  un 

papel importante en la protección celular como ya se había reportado (Haraguchi  y cols., 

1996, 1997), dadas sus características de ser buenos atrapadores de los diferentes ROS.  

Silva y cols (2002), observaron que en modelos de lipoperoxidación inducidos por 

compuestos que generan radicales peroxilo, diversos flavonoides interfieren, tanto en la 

iniciación como en la propagación de la peroxidación lipídica, proponiendo que la 

estructura química básica con los mismos patrones de hidroxilación poseen una elevada 

capacidad antioxidante, como ejemplo de ellos la presencia del grupo catecol en la 

quercetina, la catequina y el taxifolin, los cuales presentaron un  menor IC50, que los 

flavonoides que no lo presentan como el kaemferol. La presencia de la doble ligadura en el 

anillo C y un sustituyente OH en la posicición 3 son importantes cuando en la estructura 

química carece del grupo catecol (Cao y cols.,  1997; Silva y cols., 2002). La quercetina en 

particular es conocida por quelar fierro y por lo tanto inhibir directamente la 

lipoperoxidación  (Mathew y cols., 2006). En experimentos con lipoproteínas de baja 

densidad susceptibles de ser oxidadas con iones Cu2+, mostraron que la presencia de 
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diferentes flavonoides suprimen la oxidación lipídica  al interaccionar los grupo OH del 

anillo B directamente con el Cu2+, principalmente el OH en posición 3´y 4´ (Brown y cols., 

1998). El efecto tóxico del CCl4 también fue confirmado por las observaciones histológicas 

asociadas con la discontinuidad en la arquitectura normal y disminución en el número de 

cordones de hepatocitos, junto con una intensa esteatosis perivenular macrovesicular con 

fibrosis severa y necrosis. El pretratamiento de ratas con extractos de acetona o metanol 

claramente protegió del efecto hepatotóxico  inducido por CCl4.  Nuestros resultados 

también mostraron que ambos extractos  afectaron ligeramente la arquitectura normal con 

algunas zonas de discontinuidad  en los cordones de  hepatocitos.  

Teniendo en cuenta que la quercetina es un conocido agente hepatoprotector (Janbaz y 

cols 2004, Mandal  y Das 2005) y uno de los principales componentes presentes en el 

extracto metanólico (tabla 1), fue incluido en los experimentos. La 3-NT es un marcador 

relativamente específico de daño oxidante mediado por el peroxinitrito (ONOO−), dado por 

los residuos de tirosina de las proteínas nitradas  dando lugar a la producción de 3-NT 

(Oldreive y Rice-Evans 2001). El ONOO− causa daño a las proteínas, lípidos y ácidos 

nucleícos (Szabó  y Oshima. 1997), que puede conducir a la apoptosis celular y a la 

necrosis (Blaylock y cols., 1998).  La capacidad del extracto metanólico de H. inuloides y la 

quercetina para prevenir  la inmunotinción de 3-NT fue muy evidente. Los resultados 

indican claramente que la acumulación de la  3-NT en el grupo tratado con CCl4 fue 

significativamente mayor que en los  grupos tratados con el extracto metanólico y 

quercetina. Los  ensayos in vitro confirman la hipótesis que tanto el extracto metanólico 

como la  quercetina poseen propiedades para capturar al ONOO- así como al O2
●-. 

 Otro marcador de uso común, que indica de la presencia y/o el grado de peroxidación 

lipídica es la 4-HNE (Zarkovic 2003). Los datos presentados aquí son consistentes con el 

aumento de la tinción de aductos 4-HNE en el grupo de animales tratados con CCl4, sin 

embargo, en  las muestras de hígado de los grupos expuestos a extracto metanólico o 
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quercetina, no hay un aumento notorio lo que sugiere una mejoría del estrés oxidante por 

estos componentes.  

El efecto de antioxidantes sobre el estrés oxidante,  es medido a través de ciertos 

biomarcadores  como las actividades enzimáticas de CAT, SOD, GPx, GR, las cuales 

indican  indirectamente la producción de radicales libres (Halliwell y Gutteridge  2001; 

Valko y cols 2007). Varios estudios han demostrado que las enzimas antioxidantes como 

SOD, Catalasa, GPx y GR representan una protección contra el daño por la oxidación a 

los diferentes tejidos (Halliwell y Gutteridge  2001).  El CCl4 indujo una disminución 

significativa en los niveles de actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx, GR, 

probablemente debido a su inactivación por radicales libres (Hodgson y Fridovich 1975; 

Kono y Fridovich 1982; Tabatabaie y Floyd 1994). De hecho, ya se ha descrito una  

disminución en la actividad hepática de GST en roedores tratados con  CCl4 (Aniya y 

Anders, 1985). El extracto metanólico y la quercetina fueron capaces de prevenir en parte  

la disminución  de la actividad de las enzimas antioxidantes; este efecto preventivo se 

refleja en los resultados histológicos obtenidos.    

 En el presente estudio hemos demostrado que ambos extractos y los metabolitos aislados 

de H. inuloides,  fueron más eficientes para atrapar a los ROS  que los compuestos de 

referencia respectivos. La potencia de atrapamiento sobre los ROS reside principalmente 

en el extracto metanólico, en particular en  D-chiro-inositol, espinasterol y quercetina, que 

presentaron mayores capacidades atrapadoras de radicales libres,  lo que explica la  

protección al hígado contra el daño oxidante  inducido por el CCl4, manteniendo los niveles 

de enzimas antioxidantes. Se sugiere que los extractos de metanol y acetona de  H. 

inuloides  podrían conferir protección contra la hepatotoxicidad aguda inducida no sólo por 

CCl4, sino por otros contaminantes ambientales o agentes biológicos capaces de inducir 

daño oxidante, además de ser una alternativa interesante para el tratamiento  de 

enfermedades mediadas por radicales libres, la enorme diversidad de los flavonoides 
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sugiere conocer más a fondo la relación estructura-función, para poder seleccionar  con 

mayor seguridad a metabolitos con una mayor actividad protectora. Los resultados 

reportados aquí apoyan las propiedades  biomédicas de esta planta y establece las bases 

para una mayor investigación sobre el uso potencial como agente preventivo en la 

población humana.          
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