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I. Resumen

En estudios previos realizados en el laboratorio, se describié el efecto
hepatoprotector de Heterotheca inuloides, mejor conocida como
arnica, en un modelo animal. Los resultados obtenidos indican que
ambos extractos poseen un efecto protector cuyo mecanismo de
accion se debe principalmente a la capacidad de los componentes del
arnica para atrapar radicales libres. Para continuar explorando el uso
potencial de esta planta o sus metabolitos secundarios en el
tratamiento de algunas afecciones en el humano, el presente trabajo
plantea el estudio del efecto de los extractos sobre la actividad de los
citocromo P450 que participan en la desintoxicacion de
contaminantes y agentes extrafos al organismo. Para ello, se midié la
actividad del CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2 y CYP2E1, enzimas
gue se encargan de la biotransformacion de xenobidticos en el higado
de ratas macho tratadas con los extractos aceténico y metandlico.

Los resultados de actividad enzimatica muestran que los extractos
provocan una inhibicion en la actividad de todas las familias de CYP
estudiadas con respecto a la actividad encontrada en el higado de
animales de control. La mayor respuesta fue la que se encontrd en el
CYP1A1 de animales tratados con el extracto acetdnico.

Estos resultados fueron corroborados por experimentos en los que se
explora la capacidad de enzimas hepaticas para metabolizar un
compuesto mutagénico a metabolitos que interaccionan con el ADN
produciendo mutaciones en bacterias (prueba de Ames). El higado

de ratas tratadas con el extracto acetdénico mostré una capacidad




disminuida para “activar” al benzo(a)pireno y 3-metilcolantreno a
metabolitos mutagénicos.

Los datos obtenidos muestran que, aunque los extractos pueden
proteger del efecto de radicales Ilibres, la capacidad de
desintoxicacion de los organismos expuestos a los extractos puede
verse afectada.

II. Introduccion

Existe una amplisima diversidad estructural de productos naturales como
consecuencia de la evolucion de los organismos a lo largo de

aproximadamente 4 mil millones de afos.

Los productos naturales organicos son sustancias derivadas del metabolismo
secundario de organismos, éstos generalmente participan directamente en los
mecanismos de defensa y supervivencia por lo cual, es de suponer que
presentan actividad bioldgica de interés y debido a su diversidad representan
una oportunidad de estudio para asi desarrollar el conocimiento quimico sobre
su origen, organizacion, diversidad estructural, toxicidad, sintesis y propiedades
para poder entender un poco mas las complejas relaciones quimico-biologicas

de la naturaleza.

Se estima que a partir de plantas se han logrado aislar y caracterizar mas de
110 mil metabolitos pero quedan varios millones de sustancias por descubrir,
ya que sélo se ha analizado una infima parte de fuentes naturales disponibles
(Pietra 2002).

En todas las culturas del mundo existe una tradicion en el uso de ciertas
fuentes naturales para diversos propositos como pueden ser su uso medicinal,
aromatico, cosmeético, agronémico o toxico. Debido a ello, en las udltimas
décadas se han realizado numerosos estudios en nuestro pais con el fin de
compilar informacion de algunas plantas y algunas de estas, se utilizan en la
medicina tradicional. Una planta muy utilizada en nuestro pais es la

Heterotheca inuloides.




I1.1 Heterotheca inuloides

Usos y nombres

Heterotheca inuloides es conocida popularmente con los nhombres de: arnica,
acahua, acahualli, arnica de campo, arnica de monte, arnica del pais, arnika
(purépecha), cuateteco, falsa arnica y tlalyetl (nahuatl) (Martinez 1984). En la
figura 1 se muestra una fotografia de la planta.

Tradicionalmente estd catalogada como una medicina excelente para las
hemorroides, las rozaduras del bebé, las ronchas y las llagas de cualquier
origen. La infusibn es provechosa para reumas, dolores de Ulceras
gastrointestinales, bronquitis e inflamacién de vias urinarias. Las flores secas
se utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento de contusiones y
moretones, también es buena para el tratamiento posoperatorio de trombos. Se
utiliza con mayor frecuencia en forma tépica para aliviar heridas y lesiones de

la piel (Almaguer 2001).

Descripcién

Heterotheca inuloides pertenece a la familia de las compuestas, es una planta
herbacea perenne que puede llegar a medir hasta 1 metro de altura, con tallos
erectos de hojas dentadas, alargadas y anchas, cubiertas de vello. Sus flores
de color amarillo intenso, se agrupan en forma circular en capitulos que

parecen una Unica flor pero en realidad, constituyen una influorescencia.

Fig. 1- Heterotheca inuloides.




Localizacion

El arnica mexicana (Heterotheca inuloides) es una planta que crece en las
regiones con clima templado — frio del centro de nuestro pais; principalmente
se le puede encontrar en los estados de:

Chihuahua, Durango, Guerrero (Coyuca de Catalan), Guadalajara, Michoacéan
(Zitacuaro, Tacuaro, Coalcoman de Vazquez); Hidalgo (Gangueo); Morelia
(Ocampo); Oaxaca, Puebla (Cuetzalan, Zacapoaxtla); Estado de México, San

Luis Potosi, Aguascalientes, Valle de México, Veracruz y Tlaxcala.

I1.1.1 Importancia Farmacoldgica

Se han reportado diversas propiedades del arnica como son antimicrobiana
(Kubo et al. 1994), antiinflamatoria y analgésica (Gené et al. 1998). Se han
descrito también propiedades como citotoxicidad en contra de tumores de
diferentes lineas celulares, ademéas de propiedades antioxidantes (Kubo et al.
1996; Haraguchi et al. 1997), y presenta la capacidad de inhibir la
lipoperoxidacidén en microsomas de higado, mitocondria y globulos rojos en
sistemas in vitro (Haraguchi et al.1996).

En el mercado se encuentran en diferentes presentaciones por ejemplo: en
forma de tabletas, en presentacion homeopdtica, tinturas, té, pomadas, las
cuales son utilizadas para infecciones de la piel, fiebres, golpes y llagas
(Rzedowski, de J. Rzedowski y cols., 2001; Villasefior Rios y Espinosa Garcia
1998).

I1.1.2 Principales Metabolitos

Es importante conocer cuales son los metabolitos que presentan una actividad
bioldgica para poder entender las propiedades terapéuticas de los productos
herbolarios de arnica.

Esta planta ha sido estudio de numerosos estudios quimicos los que han
permitido el aislamiento de varios de sus constituyentes como son
sesquiterpenos poliacetilenos, triterpenoides, esteroles (Willuhn and Schneider,
1987), y flavonoides (Willuhn 1983; Jerga 1990)
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Figura 2. Metabolitos aislados de Heterotheca inuloides colectada en Cuetzalan datos
obtenidos de Delgado 2001.
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Figura 3. Metabolitos aislados de Heterotheca inuloides colectada en Zacapoaxtla datos
obtenidos de Delgado 2001.




En la figura 2 se presentan 10 metabolitos secundarios aislados a partir de
Heterotheca inuloides (colectada en Cuetzalan); las estructuras (1-7) son
sesquiterpenos del tipo cadinano, el compuesto (9) es un sesquiterpenoide del
tipo cariolano, en tanto que los compuestos 8 y 10 corresponden a una

cumarina y un flavonoide respectivamente.

La evaluacion de sus propiedades anti-inflamatorias indicé que varios
compuestos tienen una actividad significativa especialmente el dicadalenol
(estructura 3), el cariolandiol (estructura 9) y la quercetina (estructura 10) lo
que demuestra que estos compuestos brindan la actividad biologica anti-

inflamatoria de la planta.

Respecto de la figura 3, se presentan los metabolitos secundarios encontrados
en el extracto metandlico y acetonico de las partes aéreas de la flor de
Heterotheca inuloides, (Colectada en Zacapoaxtla Puebla) la quercetina
(estructural0), el espinasterol (estructura 11), el D-quiro-inositol (estructura 12),
el espinasteril-3-O-B-D-glicopiranosido (estructura 13) y la 7-hidroxi-3,4
dihidrocadaleno (estructura 14), presenta una mayor actividad y poseen la
capacidad de atrapar radicales libres. Es importante mencionar que el D-quiro-
inositol y el espinasterol sélo fueron detectados en el extracto metandlico
(Coballase- Urrutia 2010), sin embargo, el compuesto que se encontraba en

mayores concentraciones fue la quercetina.

I1.2 Citocromo P450

II.2.1 Generalidades

Un gran numero de sustancias extrafias a nuestro organismo (xenobioticos)
penetran por la piel, sangre o pulmones y pueden ocasionar trastornos
inmediatos o0 a largo plazo, lo que se evita en gran medida por los sistemas
enzimaticos que llevan a cabo su biotransformacién. Un grupo muy importante
de enzimas que participan en el metabolismo de xenobioticos es el citocromo
P-450 (CYP-450) una superfamilia de hemoproteinas que actian como

mediadores primarios de las células en el metabolismo oxidativo conocido
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como de Fase 1 (figura 4). La superfamilia estd compuesta por mas de 2000
isoenzimas presentes desde hace millones de afos en todo el reino bioldgico
incluyendo organismos tan sencillos como las bacterias hasta aquellos mas
complejos como son los mamiferos.

Figura 4. Participacién relativa de diferentes enzimas de fase 1 en el metabolismo de
xenobioticos.

reductasas

hidrolasas

peroxidasas

Flavin-
monooxigenasa

Citocromo P450

Hoy en dia, se tiene el conocimiento de que el sistema de monooxigenasas es
un complejo multienzimatico cuya oxidasa final es el citocromo P450, este
sistema se encuentra presente en diferentes tejidos como el rifién, pulmoén,
cerebro, piel, intestino, corteza adrenal, testiculos y placenta pero es
particularmente activo en el higado localizandose en las mitocondrias y el

reticulo endoplasmico de los hepatocitos.

La denominacion de P-450 se debe a que absorben la luz ultravioleta en
presencia del monoéxido de carbono en una longitud de onda de 450 nm. La
mayoria de los CYP estan formados por 400 — 500 aminoacidos (50-60 kD) de
los cuales cerca del 55% son de naturaleza apolar. La similitud en la secuencia
de aminoacidos entre los diferentes CYPs puede ser muy baja (<20%), a pesar
de ello se sabe que existe una elevada conservacion en su estructura
tridimensional la cual se compone principalmente por una combinacion de
regiones a-hélice y hojas B en la region que rodea el grupo hemo, el ligando
axial para el hierro es un residuo de cisteina ubicado cerca del extremo

carboxi-terminal de la proteina. Una caracteristica de todas las isoformas de

11



Absorbencia

CYP450 es que su grupo prostético (figura 5) es una protoporfirina IX que se
encuentra unida a la proteina por unién no covalente entre el 4tomo de hierro y
una cisteina, muchos agentes reaccionan con los grupos sulfidrilos o rompen
las interacciones hidrofobicas y convierten al CYP en una forma inactiva
llamada P-420 (Figura 6).

NH,

0
OH Cisteina

Figura 5. Estructura del complejo formado por la unién del CO, al hierro del grupo hemo del
CYP, el cual proporciona la sefial caracteristica observada a 450nm llamada Pico de Soret.

0.15 -

0.13 -

0.11 -

0.09 Figura 6. Espectro similar al obtenido por T.

0.07 1 Omura y R. _Sato (1964), en el que se

0.05 1 observa un pico maximo de, _absorC|on a
. 450nm. En microsomas hepaticos de rata

0.03 1 reducido con diotinita de sodio y burbujeado

0.01 con CO. El pico observado a 420nm

-0.01 corresponde a CYP  desnaturalizado

-0.03 - llamados CYP420.

-0.05 - . . |

400 425 450 475 500

Longitud de onda (nm)
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Su nomenclatura las agrupa en familias y subfamilias de acuerdo al grado de
similitud en la secuencia de aminoacidos. Las enzimas de una misma familia
son homologas en un 40% - 55% de la secuencia y las enzimas de la misma
subfamilia en mas del 55%. El primer nimero arabigo designa a la familia, la
subfamilia se designa por una letra del alfabeto y el dltimo numero arabigo
designa el gen que codifica una enzima especifica.

I1.2.2 Clasificacion General

Esteroidogénicas

Son las encargadas de sintetizar esteroides para mantener la integridad de la
membrana de los organismos unicelulares, o para que actien como
mediadores hormonales del desarrollo en organismos diferenciados.

Poseen especificidad de producto y estdn situadas en las mitocondrias
principalmente; como ejemplo de este grupo se encuentran las familias 5, 7,
11,17,19,21y 27.

Xenobioticas

Evolucionaron de las esteroidogénicas y se encargan principalmente de
metabolizar sustancias biolégicas exdgenas permitiendo su eliminacion, se
localizan principalmente en el reticulo endoplasmico. A este grupo pertenecen

las familias 1, 2, 3y 4.

De acuerdo a sus funciones, se puede explicar que las esteroidogénicas
convierten las sustancias que consumimos en constituyentes necesarios para
mantener la integridad de la membrana celular y pared celular, es decir, se
encargan de la produccion de esteroides, acidos biliares, colesterol, y

prostaglandinas y, por lo tanto, su déficit es incompatible con la vida.

Mientras que las xenobiéticas desintoxican las sustancias consumidas, como
las toxinas, carcindgenos, farmacos y mutagenos, el déficit de estas enzimas

no es incompatible con la vida ya que la mayoria de los xenobidticos que

13



ingresan son metabolizadas por una o mas enzimas CYP-450 xenobidticas.
Ademas de que los organismos pueden almacenar xenobidticos en

concentraciones elevadas.

Clasificaciéon en funcion de cémo acceden los electrones hasta el centro

catalitico Clases | - IV

Clase I.- Las proteinas de esta clase utilizan una reductasa que contiene FAD
(flavina adenina dinucleétido) como cofactor y una ferrosulfoproteina. En los
organismos eucariontes los CYPs de clase | se encuentran asociados a la
membrana interna de mitocondria, y entre sus funciones esta la biosintesis de

hormonas esteroidales y vitamina Ds.

Clase 1l.- Los CYPs de esta clase utilizan una cadena de transporte de
electrones y también utilizan una reductasa del citocromo que contiene FAD o
FMN (flavina mononucleotido) como cofactor para la trasferencia de electrones.
Son los mas abundantes en eucariontes y participan en las sintesis de

moléculas sefializadoras, hormonas esteirodales y acido retinoico.

Clase lll.- Las proteinas de esta clase no necesitan un donador de electrones
ya que son autosuficientes. Participan en la sintesis de prostaglandinas en

mamiferos.

Clase IV.- En esta clase se encuentran los CYPs que reciben los electrones

directamente del NADPH y sélo se han identificado en hongos.

I11.2.3 Metabolismo Hepatico de los Xenobiodticos

La biotransformacion de los xenobioticos es una funcion adquirida por los
organismos superiores para hacer posible la eliminacion de moléculas
lipofilicas, evitando asi su acumulacion excesiva en distintos tejidos y su

posible toxicidad.

14



El higado es el 6érgano mas activo en el metabolismo de moléculas tanto
exdgenas como endogenas (Donato M.T et al. 1992). El proceso de
biotransformacion consiste en la modificacion quimica de las moléculas,
mediante un conjunto de reacciones redox catalizadas por el sistema CYP.
Estas reacciones estan destinadas a aumentar la solubilidad de xenobiéticos y

a facilitar su conjugacion con moléculas endégenas (Fig 7).

Biotransformacion de xenobiodticos

| CYP
| xenosioTico > Fase | Metabolito Fase |l
Hidroxilacién + polar Glucuronidacién
Epoxidacidn + reactivo Glucosidacién ‘
- Desalquilacion _ Sulfatacién "
Desaminacién 9 Metilacién
S- y N-oxidacion ‘ Acetllacion

Conjugacién GSH

Bioactivacién Conjugacién AAs

TOX'Cldad Desintoxicacion /Eliminacion

Fig. 7 Reacciones de biotransformacion de xenobidticos

I1.2.4 Ciclo catalitico del citocromo P-450

Las reacciones de oxidoreduccion de compuestos exdgenos mediadas por
enzimas de citocromo CYP se llevan acabo a través de un proceso sumamente
complejo, siendo las familias 1, 2 y 3 principalmente las encargadas de la
biotransformacion de todos los xenobitticos. Debido a esto una de sus
principales caracteristicas es que presenta una baja especificidad, lo que
permite que presenten la capacidad de metabolizar, un namero casi ilimitado
de sustratos, principalmente a través de reacciones de oxidacion, pero también
de reduccion e hidrolisis.

Las reacciones de oxidacion catalizadas por el CYP son reacciones de

monooxigenacion dependientes de NADPH (Fig. 8) tales como hidroxilaciones
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aromaticas, alifaticas, desalquilacién y epoxidacion (Lewis 2001), para las que
se utiliza oxigeno molecular (O,). Estas enzimas incorporan uno de los &tomos
de oxigeno a un sustrato y el otro lo reducen a agua (H,O). Este proceso
incluye probablemente 9 pasos independientes y una serie de pasos

intermediarios (Fig. 9).

- : RH
NADPH. -~ oxidado™, Areducido \ .
/ . I. | - n_-u
- citocromo P450 . W
| reductasay citocromo P450 1
| citocromo b5 /i monooxigenasa -
' /3y HaO
NADP-“ N N ./
reducido oxidado <« ROH

Figura 8. Esquema sintetizado del ciclo catalitico, el NADPH es el donador de e” que llegan al
citocromo P-450 reductasa desde el citocromo b5.

El ciclo catalitico se puede resumir en los siguientes pasos:

1.- El primer paso consiste en la unién del sustrato al centro catalitico de la
enzima es decir al atomo de hierro hexacoordinado, lo que produce como
consecuencia cambios en el estado de spin y en el potencial redox.

2.- La interaccién también produce cambios conformacionales en el CYP lo que
favorece su acoplamiento con la enzima CYP reductasa, por ello se produce la
reduccién del complejo [hemoproteinasustrato] al estado ferroso (el grupo Fe>*
férrico del grupo hemo pasa a Fe?* ferroso) gracias al aumento del potencial
redox (aproximadamente 100 mV) generado en el paso anterior (Wang et al.
2006).

3.- El oxigeno molecular se une al hemo ferroso para formar un complejo
superoéxido.

4.- La entrada de un segundo electron produce la formacion de una especie
activa de oxigeno generalmente el complejo hidroperoxido.

5.- A partir de este paso el mecanismo no se conoce con certeza, sin embargo
apunta a que se realiza una protonacion del dioxigeno (O=0) y el rompimiento
de uniones O -O produce una especie reactiva de oxigeno que puede ser una
mezcla de compuestos hierro —oxo o hierro — peroxo el resultado final seria la

liberacién de uno de los atomos de oxigeno en forma de una molécula de agua.

16



6.- Finalmente el &tomo de oxigeno del complejo hierro — oxo es transferido al
sustrato para formar un producto oxidado con lo que el ciclo se completa.

MADPH-CYP450

REDUCTASARED
ROH RH
n Fe % NADPH
g Fe* RH
Fe' ROH NADPH-CYP450
2 \ REDUCTASAn
E e?o
Q
FeOH* R 3 T 2
\? Fe?0, RH

FeO™RH 4 / e__ b
6 NADPH-CYP450
KS\ § REDUCTASADX

i+ -
H;0 "“:,_?”ﬁj FTORH e NADPH
H- NADPH-CYP450
REDUCTASARED

Fig. 9 Ciclo catalitico del CYP450, el mismo solo se ha confirmado con cristalografia y rayos X
hasta el paso 5 por lo que se considera como un modelo cuyas condiciones limitantes son la
entrada de oxigeno Yy el suministro de electrones (Guengerich 2000; Munro A. et al 2007).

I1.2.5 Importancia de las familias 1, 2 y 3 en el Humano.

Familia CYP1

En esta familia se incluyen las subfamilias CYP1A y CYP1B constituidas por
tres isoenzimas donde se incluyen CYP1A1, CYP1A2y el CYP1B1.

Las tres isoenzimas de la familia 1 comparten una serie de caracteristicas, en
todas ellas el control transcripcional de la expresion de la enzima tiene lugar a
través de la via del receptor nuclear Ahr (Aryl hidrocarbon receptor) y los tres

participan en la formacidn de procesos de activacion de procarcinGgenos.
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La enzima CYP1Al activa el benzo(a)pireno generando metabolitos
intermediarios que pueden unirse al DNA y originar mutaciones y el CYP1A2

participa fundamentalmente en la activacion de nitrosaminas.

El CYP1A1 es una enzima extrahepatica su expresion constitutiva en higado es
muy baja, pero es muy inducible por ligandos del receptor Ahr (Kamataki et al.,
1983) por lo que la exposicion a estos compuestos aumenta en forma

significativa sus niveles en tejidos como pulmén, placenta, o glandula mamaria.

EI CYP1A2 parece estar restringido al higado, donde constituye
aproximadamente el 10% del contenido total de CYP y también es inducible por
hidrocarburos aromaticos, farmacos y compuestos de naturaleza inddlica.
Entre los sustratos del CYP1A2 no s6lo se encuentran procarcindégenicos, sino
también moléculas con actividad farmacolégica como paracetamol, cafeina,
teofilina, olanzapina o propanodol (Guengerich et al. 1991, Johnson et al.
1980).

El CYP1B1 se expresa en forma constitutiva en el rifion, préstata, glandula
mamaria y ovario pero no en higado, participa en el metabolismo de estrégenos
y de hidrocarburos arométicos policiclicos. Y se presume puede tener un papel

como modulador de procesos de diferenciacion.

Familia CYP2

Se trata de la familia constituida por el mayor nimero de miembros los cuales
se organizan en mas de 20 subfamilias. A diferencia de la familia CYP1 sus
miembros no comparten vias comunes de regulacion de la expresion y por
tanto, la naturaleza quimica de los sustratos de estas enzimas es muy

heterogénea.

Tres miembros de la subfamilia CYP2A han sido identificados en el hombre
pero el de mayor relevancia es el CYP2A6 que se expresa en higado y puede

ser inducido por farmacos antiepilépticos. También ha demostrado tener
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participacion para activar procarcinébgenos principalmente relacionados al

consumo del tabaco.

La subfamilia 2B se forma por 8 miembros inducibles por fenobarbital, la
isoforma que méas se expresa en humanos es la 2B6 equivalente a la 2B1 de
rata entre las cuales existe una similitud del 78%. (Miles 1988) Los compuestos
de baja lipofilicidad y vida media corta en plasma son catalogados como pobres
inductores CYPs 2B1/2 también lo inducen algunos farmacos como
barbitdricos, succinimidas, benzodiacepinas y pesticidas como el DDT. Entre el
CYP2B1 y CYP2B2 existe una homologia del 97% pese a esto, su regulacién y

expresion son diferentes.

La subfamilia CYP2C incluye 4 genes de los cuales los de mayor importancia
son el CYP2C9 y el CYP2C19. El primero se encuentra en higado y cuyos
sustratos son compuestos débilmente lipofilicos y se comportan como acidos
débiles, ademas es el encargado del metabolismo de algunos farmacos como
antiinflamatorios e hipoglucemiantes. El segundo es el CYP2C19 que también
se expresa en higado y se caracteriza por presentar polimorfismos genéticos
cuya expresion fenotipica conduce a la aparicion de individuos considerados
“metabolizadores lentos” la incidencia de este polimorfismo alcanza hasta un
20% en poblaciones japonesas por lo que se debe de tener especial cuidado

en el metabolismo de farmacos como warfarina y omeprazol.

Dentro de la Subfamilia CYP2D el uUnico identificado en el humano es el
CYP2D6 el cual se expresa en higado y no es inducible. Se conocen 3
fenotipos de esta enzima y los individuos que los presentan se comportan
como metabolizadores lentos (alelos deficientes), metabolizadores rapidos
(forma nativa o variantes alelicas sin consecuencias funcionales) vy
metabolizadores ultrarrapidos (multiples copias de gen) lo cual afecta a
diversos farmacos que actian como antiarritmicos, antidepresivos vy
neurolépticos. Sus sustratos son en general moléculas ligeramente hidrofilas

con al menos un atomo de nitrégeno de caracter basico.
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El CYP2E1l participa en el metabolismo de acetominofen, cloroxazona, y
algunos antisépticos fluorados. Su participacion en el metabolismo se refleja en
la formacion de reactivos intermediarios y radicales libres como el superdxido y
peréxido de hidrogeno.

Se expresa constitutivamente en una mayor concentracion en higado y su
expresion se encuentra fuertemente influenciada por factores nutricionales
(YOO J. S et al., 1991). Esta isoenzima presenta una homologia del 75% y
78% con relacion a la secuencia de aminoacidos y nucleétidos entre rata y

humano.

Familia CYP3

Esta familia estd presente en el humano como una subfamilia con cuatro
genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43. Son enzimas con
caracteristicas funcionales muy similares debido a su alta homologia en la
secuencia de aminoacidos Yy constituyen el grupo de mayor importancia en el
metabolismo de agentes terapéuticos.

El CYP3A4 es el mas importante y abundante en el higado de humano se
expresa también en mucosa intestinal, su importancia radica en que un gran
namero de moléculas de interés clinico son sustratos del mismo, incluyendo
agentes terapéuticos de gran relevancia como la eritromicina, midazolam,
ciclosporina y lidocaina (Bertz. R.J. & Granneman, G.R. (1997), Finch, C.K,,
Chrisman, C.R., Baciewicz, A.M., & Self, T.H. (2002)).

II1. Planteamiento del Problema

Recientemente se han reportado las propiedades biolégicas de los extractos
(metandlico y acetdénico) del arnica los cuales demostraron tener una
capacidad elevada para atrapar radicales libres y que incluso, generan un
efecto hepatoprotector en el modelo animal (Coballase- Urrutia 2010). Sin
embargo, algunos aspectos claves en el desarrollo de todo nuevo farmaco o
mezcla compleja de origen natural usada con fines terapéuticos, son el
conocimiento de su metabolismo y su eliminacién, para evitar una eventual
toxicidad, por lo que estos factores son importantes para la determinacion de

su eficacia. Con el objeto de contribuir a la evaluacion de la posible toxicidad de
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los extractos de arnica y de la quercetina, compuesto presente en H. inuloides,
se propuso estudiar de manera particular si ambos extractos y el flavonoide
generan un cambio en la actividad de algunos CYP que por su importancia,
constituyen la primera linea de enzimas del metabolismo de compuestos

exogenos.

Para ello, se midio la actividad de CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 2B1, CYP 2B2 y
CYP 2E1 en homogenizados de higados de ratas tratadas previamente con
cada uno de los extractos y sus testigos (higado de ratas tratadas con aceite de
oliva y amortiguador de fosfatos). Adicionalmente, con objeto de investigar la
importancia biologica de la modulacion de estas enzimas por los extractos, se
evaluo la capacidad de los homogenizados hepaticos para “activar’” mutagenos

utilizando un ensayo bacteriano conocido como prueba de Ames.

IV. Hipotesis

Los extractos de Heterotheca inuloides y la quercetina participan en la
modulacién de la actividad hepatica de algunas isoformas de CYP450
relevantes para el metabolismo de agentes toxicos estudiados CYPs 1A1/2,
CYPs 2B1/2 y CYP2EL.

V. Objetivo General

Determinar la actividad de CYPs presentes en el higado de ratas Wistar
machos tratados con los extractos metandlico, acetonico y quercetina de

Heterotheca inuloides.

Objetivos Particulares
a) Determinar si la exposicion de ratas a los extractos acetonico,
metandlico o a la quercetina afectan la actividad hépatica de los

citocromos P-450 1A1, 1A2, 2B1, 2B2 y 2E1.

b) Explorar la capacidad de los homogenizados de higado para “activar”

mutagenos en la prueba de Ames y determinar su efecto biolégico.

21



VI. Diseno Experimental

Se obtuvo la fracciébn microsomal de los higados de 27 ratas machos (180-220
gramos de peso) de la cepa Wistar que fueron divididos en nueve grupos con
tres ratas cada uno, se mantuvieron en cajas de acrilico en condiciones
constantes de temperatura (21°C = 1°C), aire filtrado e iluminacion, y se les
proporcion6 una dieta comercial estandar y agua filtrada.

La duracion de los tratamientos fue de seis dias administrandose por via oral el
vehiculo (0.1mL/Kg), el extracto metandlico o aaceténico (100mg/Kg), o la
quercetina (100mg/Kg) cada 24 horas. Los ultimos tres dias se administré CCl,
(0.5mg/Kg) via intraperitoneal a aquellos grupos que lo requirieron. Los

animales fueron tratados de acuerdo a los siguientes grupos:

1. Aceite de Oliva (Control 1: vehiculo utilizado para administrar
Extracto Acetbnico)

2. Extracto Acetonico
3. Extracto Acetodnico + Tetracloruro CCl,
4, Tetracloruro CCly

5. Amortiguador de Fosfatos (Control 2: vehiculo utilizado para
administrar el extracto metandlico)

6. Extracto Metandlico

1. Quercetina

8. Extracto Metandlico + Tetracloruro CCly
9. Quercetina + Tetracloruro CCly

La obtencidn de la fraccion S-9 y de la fraccion microsomal de los higados de

ratas esta basado en el procedimiento descrito por Garner et al.(1972).

VII. Metodologias
VII. 1 Diagrama de Flujo
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Ultra centrifugar

Resuspender

Metodologia

Pesar

4

Lavar

Retirar el Higado

Cortar

Homogenizar

2x Centrifugar
Homogenizar
> | FRACCION 9
Alicuotar
Precongelar Cepa TA-100
Al
macenar / Marcadores (+)
PRUEBA AMES Mutagenos
Mezcla S9
FRACCION MICROSOMAL
Revertantes

Se siguen los pasos mostrados en el diagrama y se realizan como se muestra

en la metodologia.

VII. 2 Preparacion y Obtencion de la Fraccion S9

Material:

>

VvV V V V V V VY

Material quirdrgico estéril (tijeras, pinzas, bisturi)
Plancha quirurgica

Frascos de vidrio de 100mL estériles.

Alcohol etilico al 70%

Mechero

Balanza digital Ohaus Scot-Pro

Motor para homogenizado Potter-Elvhjem

Homogenizador mecanico con pistilo de teflon
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Homogenizador Politron de 50 mL
Solucion de KCI 0.15M estéril (1L)

Rotor de centrifuga SS-34 o Sorval RC2-B
12 vasos de precipitados de 250mL

12 tubos eppendorf

12 tubos de centrifuga

Pipetas de 10mL

YV V. V V V V V V

Propipetas

Toda la metodologia se debe de realizar bajo condiciones de esterilidad y

manteniendo la temperatura en un intervalo de 0 - 4 °C.

Metodologia

Las ratas fueron sacrificadas 48 horas después de la ultima administracién de
los agentes de prueba por dislocacién cervical, se retir6 el higado utilizando
material estéril y se humedecié con unas gotas de una solucion de KCI 0.15 M,
después se peso (el peso de los higados humedos en promedio es de 10 a 15
gramos) y transfirié a un vaso de precipitados que tiene 3mL de solucién de
KCI x gramo de higado y se lavé con la misma solucién de KCI 0.15 M.

Utilizando unas tijeras se cortd el tejido en pedazos muy pequefios y se
homogeniz6 en 2 partes para facilitar este proceso y garantizar que la
temperatura del homogenizado no fuera mayor a 4°C. El homogenizado se
centrifugo a 10000 rpm y el sobrenadante (fraccion S9) se distribuy6 a razén de
2 mL en tubos eppendorff. Las alicuotas se congelaron en hielo seco, y se

almacenaron en un ultracongelador a —80°C.

VII. 3 Preparacion y obtencion de la Fraccion microsomal

» Amortiguador de fosfatos 0.1M pH (7.4) 0.25M de sacarosa 4°C (1L)
» Amortiguador de fosfatos 0.1M pH(7.4) 1mM EDTA, 20% glicerol
(500mL) (Amortiguador 2)
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Rotor Beckman Ti80
Motor para homogenizado Potter-Elvhjem
Homogenizador mecanico con pistilo de teflén

Homogenizador Politron de 20 mL

YV V. V V V

Hielo seco

Se descongeld la fraccion S9 y se ultracentrifugd durante 60 min. a 32,500 rpm.
a 4°C , desechandose el sobrenadante, al boton se le agreg6é amortiguador 1
para resuspender y se homogenizé utilizando el tubo y pistilo para 20mL.

Para finalizar se volvié a ultracentrifugar bajo las mismas condiciones, el
sobrenadante se desecho y el boton se resuspendié en amortiguador 2 y se
homogeniz6 nuevamente. Esta es la fraccion microsomal de la cual se hacen

alicuotas en tubos eppendorff y se almacena a —80°C.

VII. 4 Cuantificacion de Proteina por el Método de Bradford

La concentracion de proteinas microsomales y de las proteinas de la fraccion
S-9 se determiné mediante el Bio Rad Protein Assay de acuerdo con el
método de Bradford (1976).

Este procedimiento permite determinar la concentracion de proteinas a partir
del cambio de color correspondiente a varias concentraciones de una curva de
control de proteina (BSA en el intervalo 0.2 - 0.9ug/mL).

La absorbancia maxima de la solucion acidica de commassie azul brillante

ocurre entre 455-595 nm.

VII. 5 Determinacion de la actividad enzimatica de familias
CYP 1A, 2By 2E
Los ensayos de actividad enzimatica de los CYPs, involucran principalmente la
cuantificacion del metabolito resultante de la reaccion entre los CYPs con
derivados alquilados de resorufina. El CYP 2E1 se determina mediante una

reaccion de hidroxilacién utilizando como sustrato el 4-nitrofenol (tablal).

Tabla 1. CYPs involucrados en la oxidacion de sustratos modelo.
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Sustrato Reaccidn Metabolito Actividad

producido
CYP1Al Etoxi- Resorufina etoxiresorufin-O-
resorufina deetilasa
CYP1A2 Metoxi- Resorufina metoxiresorufin-
resorufina O-demetilasa
CYP2B1 Pentoxi- Desalquilacion Resorufina  pentoxiresorufin-
resorufina O-depentilasa
CYP2B2 Benziloxi- Resorufina benziloxiresorufin-
resorufina O-debenzilasa
CYP2E1l 4-nitrofenol  Hidroxilacién  4-nitrocatecol  nitrofenol-
hidroxilasa

*Enzima P450 de mayor contribucién en la reaccion.

La metodologia para la determinacion de la actividad enziméatica de los
CYP450 CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 2B1, CYP 2B2, en microsomas hepaticos
de rata involucra lareaccion de desalquilaciéon de los derivados de la

resorufina.

Para medir la actividad de los citocromos CYP1Al, CYP1A2, CYP2B1,
CYP2B2, se realizd una reacciéon de desalquilacion y se cuantifico el metabolito
resultante, la resorufina, en el fluorometro VersaFluor; el ejemplo de esta

reaccion para el CYP 1A1 es:

N M
ﬂ m — /@iﬂ
—_
CHz
Hoc” O © O HO ©

7- etoxiresorufina resorufina
(Sustrato) (Producto fluorescente)

Fig. 10 Reaccion catalizada por CYP1A1, donde la etoxiresorufina se utiliza como sustrato para
su desalquilacién y formacion de resorufina el metabolito que se mide por su fluorescencia.
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Para medir las actividades de los diferentes citocromos se aprovecha su
capacidad de metabolizar diversos sustratos, es decir aprovechando que la
resorufina puede funcionalizarse y producir varias alcoxi-resorufinas que son
sustratos con una mayor afinidad a los citocromos de estudio. Es asi que se
puede elaborar un ensayo donde cada una de las isoenzimas (CYP 1A1, CYP
1A2, CYP 2B1, CYP 2B2) tiene una alta afinidad a determinado sustrato y
dado que el producto de las reacciones es la resorufina se puede establecer

una técnica experimental semejante (Tabla 2).

CYP Método Sustrato Producto
1A1 Etoxirresorufina

1A2 Fluorométrico Metoxirresorufina Resorufina
2B1 Pentoxirresorufina

2B2 Benziloxirresorufina

Tabla 2.- Afinidad de diversos citocromos a los compuestos alquilados de la resorufina.

Material
» Amortiguador de actividad (amortiguador Tris- base 50mM-MgCl,
(hexahidratado)25mM pH 7.6
Resorufina
DMSO
Etoxirresorufina
Metoxirresorufina
Pentoxirresorufina
Benziloxirresorufina
Agua Deionizada
Hielo
Bloques de thermoblock
Gradillas para tubos de ensayo y para tubos eppendorf
Micropipetas de 2, 20, 200 y 1000 L
Vasos de Precipitados

Incubadora

vV V.V V V V VYV V V V V V V VY

Termometro
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» Timer

> Fluorémetro Versa Fluor™ Biorad.
Metodologia
Se prepar6 una curva de calibracion con resurofina utilizando las siguientes
concentraciones 5, 10. 25, 50, 100, 250, 500 pmol/mL. (Anexo).
La reaccion se llevo acabo en una celda para fluorometro en la cual se mezclé:
el amortiguador Tris-base 50mM y MgCl, 25mM (950-970 uL) a pH 7.6, el
sustrato disuelto en DMSO (20 uL de etoxiresorrufina 50 xM, 10 L de
metoxiresorrufina 0.5mM, 10 L de pentoxiresorrufina 1mM o 20 uL de
benziloxiresorrufina 1mM) y 10 xL de NADPH 50 mM disuelto en amortiguador.
Todo esto se incubd a 37°C durante 3 minutos. Una vez terminado este tiempo,
se agrego el volumen equivalente a 200 g de proteina microsomal hepética.
La cinética de aparicion de la resorufina se evallo cada 15 segundos durante
tres minutos en fluorémetro VersaFluor™ de Bio Rad. La longitud de onda de
excitacion utilizada fue de 530nm y la de emision de 590nm.

Protocolo para evaluar la actividad de CYP2E1 en microsomas hepaticos
de rata por hidroxilacion del 4-nitrofenol (Método Colorimétrico).

Para medir la actividad del CYP 2E1, se realiz0 una reaccion de hidroxilacion
del 4-nitrofenol (Koop 1986), el ensayo esta basado en la capacidad del CYP
2E1 para metabolizar al 4-nitrofenol en 4-nitrocatecol (figura 9), la formacion del
metabolito se monitorea por ensayo colorimétrico utilizando un
espectrofotometro modelo CamSpec -M350 y con este equipo se evalla la

actividad de esta enzima.

Reaccion
OH OH
OH
NADPH + O, + H" + - = + H,O + NADPY
CYP2E1
N N
o™ o 0" o
4-nitrofenol 4-nitrocatecol

Fig. 11- Reaccién de hidroxilacién del 4-nitrofenol a 4-nitreocatecol catalizada por el CYP 2E1
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Material

>
>

Amortiguador de ensayo: Fosfatos 0.1M pH=7.2

Solucion stock de sustrato: 4-nitrofenol 2mM disuelto en amortiguador de
ensayo.

Estandar del metabolito: 4-nitrocatecol 2mM disuelto en amortiguador de
ensayo.

Cofactor: NADPH 50mM disuelto en amortiguador de ensayo.

Enzimas: Microsomas hepaticos de rata disueltos a una concentracion
final de 0.5mg/mL (mantener en hielo)

Acido Perclérico 1.5 M

NaOH 10M

Tubos eppendorf de 3mL y 2mL, micropipetas de 20, 200 y 1000 uL con
sus puntas.

Vortex

Centrifuga

Espectrofotometro.

Procedimiento

Reaccién y preparacion de la muestra

Condicion Cantidad

[Proteina] 0.2 (mg/mL)
[4-nitrofenol] 0.1 mM
[NADPH] 50 mM
Vol. Final (fosfatos 0.1M ImL

pH=7.2, ImM ac. ascorbico)

Tiempo de reaccion 10 min

Tabla 3. Cantidades de cada reactivo involucrado en la actividad de CYP2E1
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En un tubo de eppendorf de 3mL se colocé la mezcla de reaccion que contenia
50uL de microsomas y 930 uL de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M y
50uL del stock de 4-nitrofenol a pH 7.4. La mezcla de reaccion se incubo en los
thermoblock a 37°C durante 5min y se inicié con la adicion de 20uL del stock
de NADPH, la adicion se hizé a cada una de las muestras y en intervalos de
1min, la reaccion se deja durante 10min en bafio Maria y protegidos de la luz.
Se prepard un tubo que contenia 4-nitrofenol 0.1mM (conc. Final) pero que no
contenia proteina (blanco) y que también fue incubado. Pasados los 10 min. de
incubacion, la reaccion se detuvo agregando 200uL de HCIO, 1.5M; las
muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 5min. Se tomo6 1mL de
sobrenadante, al cual se afiadi® 100uL de NaOH 10M y se homogenizé,

después se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 510nm.

VII. 6 Prueba de Ames
Es un método desarrollado por el Dr. Bruce N Ames para determinar la

frecuencia de mutaciones inducidas en Salmonella typhimurium.

Las bacterias mutantes (auxétrofas his’), a diferencia de las silvestres
(prototrofas his*) requieren histidina-biotina para crecer y la base de la prueba
consiste en “revertir’ el fenotipo mediante la induccion de una mutacion en el
operoén de la histidina, lo que confiere a las “revertantes” la capacidad de crecer

en medios carentes del aminoacido o con cantidades limitantes.

Material
» Dimetilsulféxido (DMSO)
» Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4
» Glucosa-6 fosfato, nicotinamida adenima dinucleétido fosfato (NADP)
>

Fraccion S9 de higado de rata obtenida de los animales tratados con
aceite de oliva, amortiguador de fosfatos, extracto metandlico y extracto
acetonico)
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» La cepa de Salmonella typhimurium que se us6 para esta prueba de
mutagenicidad fue la TA-100 (fue donada por el Dr. B.N. Ames de la
Universidad de California Berberkeley, C.A, USA)

» Benzo[a]pireno

> 3-Metilcolantreno

Métodologia

A un tubo estéril con 2 ml de agar de superficie (48° C) se agregd en el
siguiente orden: 0.1 ml de cultivo de la cepa TA100 de 16 horas de incubacién
a 37°C y agitacion (125 RPM), 5 ug de benzo(a)pireno disuelto DMSO, 0.5 ml
de las mezclas S9 (obtenida de animales que recibieron los diferentes
tratamientos). La mezcla se agité y se vaci6é en cajas Petri con medio de agar
de superficie de Vogel-Bonner. La incubacién de las cajas se realiz6 a 37° C
por 48 hr. Se conté manualmente el nimero de colonias revertantes en cada
caja. Para los experimentos con 3-metilcolantreno se siguié el mismo esquema,
y se utiliz6 como mutageno el 3-metilcolantreno 10ug/caja (disuelto en DMSO)
con la unica diferencia que esta vez se estandariz6 la proteina contenida en

cada una de las fracciones S-9.

VII.7 Analisis Estadistico

Para comparar los datos entre grupos y entre los tratamientos se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) y un analisis de comparacion Tukey utilizandose
el programa SPSS inc.
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VIII. Resultados

Tabla 4. Concentracion de proteina en microsomas hepaticos.

Tratamiento Administrado | Ndmero de promedio Volumen de | Volumen de
tratamiento (mg/ml) proteina | Amortiguador

Aceite de Oliva 1 15,63 63,97 36,02
Extracto Acetonico 2 15,50 64,51 35,48
Extracto Acetonico + CCl,4 3 10,65 93,84 6,15
CCly 4 11,84 84,41 15,58
Amortiguador de Fosfatos 5 17,40 57,45 42,54
Extracto Metanolico 6 17,46 57,24 42,75
Quercetina 7 14,66 68,19 31,80
Extracto Metanolico + CCl,4 8 10,24 97,636 2,36
Quercetina + CCl, 9 12,73 78,54 21,45

Tabla 4.- Concentracion de proteina en mg/mL de cada tratamiento y los volimenes utilizados
para estandarizar la cantidad de proteina en 200ug.

Tabla 5. Concentracion de Proteinas en la Fraccién S9

Tratamiento Administrado NUmero promedio Volumen Volumen de
Tratamiento (mg/ml) de proteina | Amortiguador
Amortiguador de Fosfatos 1 33,28 0.5mL 4.5 mL
Extracto Metanolico 2 24,53 1.35mL 3.65 mL
Aceite de Maiz 3 11,65 2.85 mL 2.15mL
Extracto Acetonico 4 24,18 1.37 mL 3.63mL

Tabla 5.- Cantidad de proteina de la Fraccién S9 en mg/mL y los volimenes que se utilizaron
para estandarizar la cantidad de proteina.
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VIII. 1 Resultados de la actividad enzimatica

Actividad de Citocromo P450 1A1.

Método: Fluorométrico
Sustrato: Etoxiresorufina

Curva Patrén

CURVA PATRON RESORUFINA

pmoles
5
10
25
50
100
250
500

Lectura Promedio

78,66
158,33
395,66
768,66

1549,33
3899,33
7641,33

Tabla 6.- Concentracion en picomoles del estandar y
promedio de las 3 lecturas tomadas en el fluorometro

Absorbancia

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

y = 15,31x + 14,22

Curvapatréon Resorufina 5
R® = 0,9999

-~

-~

-l : : : :

300 400 500

pmoles

600

Fig. 11- Diferentes concentraciones de la resorufina (estandar)
5,10, 25, 50, 100, 250 y 500 pmol Vs Filtro de A.
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Efecto de diferentes extractos de
Heterotheca inuloides sobre la actividad del CYP 1A1

@l Control Aceite de Oliva
80 E=3d Extracto Acetonico
—
é * B3 Extracto Acetonico+ CCl,
x D cc,
© '3
! -GE) % @ Control Amortiguador
A
S = 294 Fosfatos
S o %% .
=R %% Extracto Metandlico
<o % .
= %% &3 Quercetina
LS %% )
g 5% Extracto Metandlico + CCl,
0444
1444 .
2 %% B3 Quercetina + CCl,
%544
D204
c}?‘
$
&

Tratamientos

Actividad del Citocromo P450 1A2
Método: Fluorometrico

Sustrato: Metoxiresorufina

CURVA PATRON RESORUFINA

Pmoles Lectura Promedio
1 19.00
2 36.00
3 56.33
4 74.00
5 94.33
10 175.66
25 438.33
50 857.00

Tabla 7.- Concentracion en picomoles del estandar de resorufina
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Curva Patrén de Resorufina

y = 17.098x + 5.1059

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60
pmol

Fig. 13- Gréfica de las diferentes concentraciones de la resorufina (estandar)
1,2,3,5 25y50 pmol Vs Filtro de A.

Efecto de diferentes extractos de
Heterotheca inuloides sobre la actividad del CYP 1A2

Control Aceite de Oliva
50
Extracto Acetonico

40 Extracto Acetonico+ CCl,

Tetracloruro CCl,

Control Amortiguador
Fosfatos
] Extracto Metandlico

Actividad
(pmol/mg proteina x min)

Quercetina

R Extracto Metandlico + CCl,

DEBEA pBOAN

SONASAANNGS

SRS

AN
RN

Quercetina + CCl,

N
'\
L:

2
M
R

Tratamientos
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Actividad del Citocromo P450 2B1
Método: Fluorométrico
Sustrato: Pentoxiresorufina

CURVA PATRON RESORUFINA

pmoles Lectura Promedio
5 97.33
10 190.33
25 489.66
50 957.66
100 1854.00
250 4765.66
500 8956.33

Tabla8.- Concentracién en picomoles del estandar de resorufina

Curva Patréon de Resorufina
10000 y = 18.007X + 54.853
2 _

8000 R® = 0.999
©
S
S 6000 /
2
S 4000
2

2000

0 T T T T
0 100 200 300 400 500 600
pmoles

Fig. 15- Gréfica de las diferentes concentraciones de la resorufina (estandar)
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pmol Vs Filtro de A.
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Efecto de diferentes extractos de
Heterotheca inuloides sobre la actividad del CYP 2B1

151

Actividad
(pmol/mg proteina x min)

Tratamientos

Actividad Citocromo P450 2B2

Método: Fluorométrico

Sustrato: Benziloxiresorufina

Ry

RN
RN

t\\\\
KR

[\\\\]

N
RN

CURVA PATRON RESORUFINA

Pmoles
5
10
25
50
100
250
500

Lectura Promedio

112.66
228.00
573.66
1141.66
2228.66
5633.33
11186.66

Control Aceite de Oliva
Extracto Acetonico
Extracto Acetonico+ CCl,
CCl,

Control Amortiguador
Fosfatos
Extracto Metandlico

Quercetina
Extracto Metandlico + CCl,

Quercetina + CCl,

Tabla 9.- Concentracién en picomoles del estandar de resorufina
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12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

Curva Patrén de R esorufia 22.377x + 10.004
2
R"=1

_*

/

/

ot

0 100

200 300 400 500 600

Fig. 17- Gréfica de las diferentes concentraciones de la resorufina (estandar)

5, 10, 25,

50, 100, 250, 500 pmol Vs Filtro de A

Efecto de diferentes extractos de
Heterotheca inuloides sobre la actividad del CYP 2B2

@ Control Aceite de Oliva
151 .
- &5 Extracto Acetonico
o .
= E=) Extracto Acetonico+ CCl,
x — @@ ccl,
g & 107 — .
Q= — @ Control Amortiguador
S = — 204 Fosfatos
> 2 —] %% -
=y —] %% Extracto Metandlico
g — %%
<2 54 — %% B3 Quercetina
— 4444
= — 9% .
g — ???? k& Extracto Metandlico + CCl,
— 2924 .
e —] %% &3 Quercetina + CCl,
— 0044
0- — 2444,
NS S - Sl S A O O
e) I LORY e C C
be (/Q,,\' X <<Oc’ D ?}(/ X ’bx
£ o7 & I
?g, k’b(/ @ . \)’b ’bé ,@0 Q:\(,
N S o O K ¢
NS 7 F
N\ C O & O
o Q@ & &
C + \¥ &
< O L
I <
J
C

Tratamientos
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Actividad del Citocromo P450 2E1

Método: Colorimétrico

Sustrato: 4-Nitrofenol

Tabla 10.- Concentracion en nanomoles del estandar de nitrocatecol
promedio de las 3 lecturas tomadas en el fluorometro de doble az.

Punto

0

OB WN -

6

Curva de Nitrocatecol

0
2
4
8
12
16
20

[4-NC] (nmol/mL)

0.25

Cuna

y = 0.0099x + 0.0029

R? = 0.9997

0.2

0.15

0.1

/

0.05

Absorbancia a 510nm

5 10

15

4-NC (nmol/ml)

20

25

Fig. 19- Gréfica de las diferentes concentraciones del nitrocatecol (estandar)
0,2,4,8,12, 16, 20 nanomol Vs Absorbancia medida en el espectrofotometro.
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Efecto de diferentes extractos de
Heterotheca inuloides sobre la actividad del CYP 2E1

@l Control Aceite de Oliva
B8 Extracto Acetdnico

E=) Extracto Acetdnico+ CCl,
o ccl,

@l Control Amortiguador
Fosfatos
Extracto Metanolico

EE Quercetina
Extracto Metanolico + CCl,
BS] Quercetina + CCl,

1.51

Actividad
(nmol/mg proteina x min)

ARANAN

Tratamientos
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VIII. 2 Resultados Ensayo Ames

Activacion de 3-metilcolantreno
por diferentes fracciones S9 en la cepa TA-100
1501

100

50

Nimero de revertantes

@l Reertantes Espontaneas
Cepa + S9 Metandlico
@ Cepa + Amortiguador de fosfatos
Cepa + S9 Metandlico + 3-metilcolantreno
@B Cepa + S9 Amortiguador de fosfatos + 3 metilcolantreno

Figura 21 -Activacion del 3-Metilcolantreno debida al metabolismo del CYP 1Al en Salmonella
typhimurium cepa TA-100. Reversion Inducida por la activacion del 3-Metilcolantreno utilizando la
fraccion S-9 hepético de las ratas control tratadas con amortiguador de fosfatos y de la fraccion
S-9 hepatico de las ratas tratadas con el extracto metandlico.
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Activaciéon de 3-metilcolantreno
por diferentes fracciones S9 en la cepa TA-100

300-
(7]
9
C
S
o 200-
>
et
)
©
O 100-
()
e
O
Z
o-

@l Reertantes Espontaneas
Cepa + S9 Acetonico
I8 cCepa + S9 Aceite de Olivo
Cepa+ S9 Acetonico + 3-metilcolantreno
@B Cepa + S9 Aceite de Olivo + 3-metilcolantreno

Figura 22 -Activacion del 3-Metilcolantreno debida al metabolismo del CYP 1Al en
Salmonella typhimurium cepa TA-100. Reversion Inducida por la activaciéon del 3-
Metilcolantreno utilizando la fraccién S-9 hepético de ratas control tratadas con aceite de
maiz y de la fraccién S-9 hepético de las ratas tratadas con extracto acetonico.

IX. Analisis de Resultados
Para entender mejor los resultados mostrados graficamente, es necesario

explicar que los 9 tratamientos se dividen en 2 grupos.

(" 1 Aceite de Oliva (Control 1)
2 Extracto Acetonico
Grupo | <

3 Extracto Aceténico + CCl,

- 4 Tetracloruro de carbono (CCl,)
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5 Amortiguador de Fosfatos (Control II)
6 Extracto Metanolico

Grupo I < 7 Quercetina

8 Extracto Metandlico + CCly4

\_ 9 Quercetina + CCl,4

De esta forma se analizan los resultados de actividad separando cada grupo y

comparandolo con su respectivo control.

CYP1A1

Como se puede observar en la figura 12, el higado de animales que recibieron
tratamiento con aceite de oliva present6 una actividad de 45.80 pmol de
resorufina /mg de proteina x min, lo que se puede tomar como la actividad
normal. Por otra lado, la actividad hepatica del grupo que recibié el extracto
acetonico fue de 9.28 pmol de resorufina /mg de proteina x min, lo que muestra
una disminucion en la actividad del CYP1A1 de 5 veces. Para los tratamientos
con CCl, 34.58 pmol de resorufina /mg de proteina x min y extracto aceténico
+ CCl4 33.23 pmol de resorufina /mg de proteina x min, se observa que tienen
una actividad similar a la actividad control. En el grupo II la actividad de
microsomas hepéticos de animales tratados con amortiguador de fosfatos
(control II) mostré un valor de 23.30 pmol de resorufina /mg de proteina x min,
actividad normal del higado debida al vehiculo utilizado, en comparacion la
actividad hepatica del grupo que recibi6 el tratamiento con extracto metanolico
12.00 pmol de resorufina /mg de proteina x min, disminuyo la actividad a la

mitad del valor normal.

El comportamiento observado para los tratamientos de ambos extractos es
inhibitorio pero dicha modulacion es normal ya que se han reportado informes
en donde se sabe que tanto los flavonoides de los extractos como la quercetina
por si sola disminuye la actividad del CYP1Al (Chatuphonprasert W, Kondo
2010). La inhibicion debida al tratamiento con la quercetina no fue significativa,

sin embargo, se puede observar que el valor est4 por debajo de la actividad
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normal (Control 23.30 pmol de resorufina /mg de proteina x min > Quercetina
18.74 pmol de resorufina /mg de proteina x min). Un ultimo efecto importante
es el observado en la actividad medida al higado de ratas tratadas con el
extracto metandlico + CCl, ya que su actividad obtuvo un valor de 56.25 pmol
de resorufina /mg de proteina x min, lo cual indic6 un aumento del doble de

actividad de CYP1A1 con este tratamiento.

CYP1A2

En la figura 14 se muestra que la actividad control (higado de animales que
recibieron el tratamiento con aceite de oliva) presentd un valor de 37.22 pmol
de resorufina /mg de proteina x min y se consideré como actividad normal, en
comparacion con las actividades obtenidas del grupo que recibioé el tratamiento
de extracto aceténico 6.22 (pmol de resorufina /mg de proteina x min y el grupo
que recibio el tratamiento con CCl, 14.38 pmol de resorufina /mg de proteina x
min, se observdé una disminucién de 6 veces la actividad para el extracto
acetonico y 2.5 veces para el CCl, en comparacion con la actividad normal*.
Por otra parte para el higado de animales que recibieron tratamiento con
extracto acetonico + CCl, la actividad fue de 28.39 pmol de resorufina /mg de
proteina x min pero esta disminucion de actividad no es estadisticamente

significativa.

En cuanto al grupo II el valor de la actividad control que se midi6 a partir de
higado de ratas tratadas con amortiguador de fosfatos fue de 23.61 pmol de
resorufina /mg de proteina X min que en comparacion con las actividades
medidas en los higados tratados con extracto metandlico 10.79 pmol de
resorufina /mg de proteina x min, y quercetina 7.20 pmol de resorufina /mg de
proteina x min, mostraron una disminucion de la actividad normal en CYP1A2
de 2 veces para extracto metandlico y 3 veces para la quercetina. Los valores
de actividad registrados por los higados de ratas tratadas con extracto
metanalico + CCl, 20.05 pmol de resorufina /mg de proteina x min y quercetina
+ CCly 25.30 pmol de resorufina /mg de proteina x min mostraron no tener

cambios importantes respecto a la actividad control.
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CYP2B1

La actividad de este citocromo es menor que la de las isoformas CYP1Al y
CYP1A2 ya que se encuentra en menor proporcion en higado y debido a ello,
es normal que sus niveles de actividad desciendan (figura 16). La actividad
normal de higado debida al tratamiento de aceite de oliva (control) para este
citocromo es de 10.37 pmol de resorufina /mg de proteina X min, que en
comparacion con la actividad medida en el higado tratado con el extracto
acetonico denot6 que la actividad desciende a la novena parte de la actividad
normal, 1.11* pmol de resorufina /mg de proteina x min, de igual forma se
observa una disminucién causada por el grupo de animales tratados solo con
CCl4 4.06 pmol de resorufina /mg de proteina x min, pero la actividad que se
reporté cuando se midié el grupo tratado con extracto aceténico + CCl, 9.16

pmol de resorufina /mg de proteina x min se asemeja a la actividad normal.

Para el grupo II, la actividad medida en los higados de animales tratados con
amortiguador de fosfatos manifesté actividad de 6.09 pmol de resorufina /mg
de proteina x min y el tratamiento con extracto metandélico provocd una
disminucién en la actividad en higado de estos animales hasta la tercera parte
de la actividad normal 2.78 pmol de resorufina /mg de proteina x min, el
tratamiento con la quercetina presenta el mismo efecto que el extracto
metandlico, pero reduce la actividad a la mitad 3.25 pmol de resorufina /mg de

proteina x min es decir, el efecto de inhibicién es menor.

CYP2B2

Esta isoforma se comporta de manera muy parecida a lo observado en
CYP2B1, y sus valores de actividad se pueden distinguir en la figura 18. Para el
grupo I el valor de actividad medida en higado de animales tratados con aceite
de oliva (control I) fue de 10.24 pmol de resorufina /mg de proteina x min que
en comparacion con las actividades de los higados de animales tratados con
extracto acetodnico, cuya actividad fue de 1.45 pmol de resorufina /mg de
proteina x min y de los higados tratados con CCl,, que reportaron una
actividad de 6.68 pmol de resorufina /mg de proteina x min se observo una

disminucién de actividad importante, pero Unicamente fue significativa para el
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efecto reportado con el tratamiento de extracto aceténico. La actividad
mostrada cuando se trata con el extracto acetonico + CCly 11.71 pmol de
resorufina /mg de proteina x min, fue muy similar al valor de la actividad

medida en higados de animales control I.

En cuanto al grupo II la actividad control II higado de animales tratados con
amortiguador de fosfatos fue de 5.15 pmol de resorufina /mg de proteina x min
y solo se observo una disminucién de la actividad significativa que se observé
en los higados de animales tratados con extracto metandlico 2.27 pmol de
resorufina /mg de proteina x min. Las actividades medidas en los higados de
los animales que fueron tratados con quercetina, quercetina + CCly, y extracto
metandlico + CCl,; fueron muy similares a lo observado en la actividad del

control II.

CYP2E1

La actividad de este citocromo es muy importante ya que se sabe que el CCl,
es metabolizado por este citocromo y que se encuentra de forma constitutiva
en higado.

Como se observa en la figura 20 la actividad normal (debida Unicamente al
vehiculo utilizado aceite de oliva) de este CYP se encuentra en un valor de
0.90 nmol / mg de proteina x min y que la Unica diferencia de actividad que fue
estadisticamente significativa fue la encontrada en los microsomas hepéticos
de animales tratados con extracto aceténico y se trato de una disminucion de
actividad con un valor de 0.40 nmol / mg de proteina x min la mitad de la
actividad normal, la actividad mas elevada para el grupo I fue la encontrada en
los higados de animales tratados so6lo con CCl4 0.92 nmol de resorufina /mg de

proteina x min.

Las actividades para el grupo II son similares a los del grupo I, ya que la
menor actividad fue la que se midié en higados de animales tratados con
extracto metandlico 0.60 nmol / mg de proteina x min y la actividad medida en

los higados de los animales aumenta cuando los tratamientos llevan CCl,
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como en extracto metandlico + CCls; 1.03 nmol / mg de proteina x min y

quercetina + CCly; nmol / mg de proteina x min.

X. Discusion y Conclusiones

Los resultados obtenidos de la actividad enzimatica muestran que los extractos
metanolico y acetonico provocan una disminucidbn en la actividad de
microsomas de higado de rata en todas las isoformas de CYPs estudiadas,
con respecto a la actividad encontrada en higado de los animales control.
Siendo estadisticamente significativa en todos los citocromos estudiados para
el extracto acetonico y con una Unica excepcion el CYP2EL para el extracto
metandlico. La quercetina muestra tener un efecto inhibitorio importante en los
CYPs 1A2 y 2B1 donde los valores de inhibicibn son equiparables a los
obtenidos por los extractos y esta tendencia de inhibicidbn se conserva aunque

no con la misma importancia en los CYPs 1Al y 2B2.

Estos resultados fueron corroborados para la isoforma CYP1Al con
experimentos en los que se explora la capacidad de enzimas hepaticas para
metabolizar un compuesto mutagénico a metabolitos que interaccionan con el
ADN produciendo mutaciones en bacterias (prueba de AMES). EIl higado de
ratas tratadas con los extractos acetdnico y metandlico mostraron una
capacidad disminuida para “activar” el 3-metilcolantreno a metabolitos

mutagénicos (Figuras 22 y 21).

Los datos obtenidos muestran que aunque los extractos pueden proteger del
efecto de radicales libres, la actividad de los citocromos estudiados también

puede verse afectada.

47



XI. Anhexos

Curva patrén de Resorufina

Para poder estimar la concentracion de resorufina formada durante las
diferentes reacciones de los derivados de alquilo de resorufina y los CYP 1A1,
CYP 1A2, CYP 2B1y CYP 2B2 se construye una curva estandar de resorufina.

1.- Se disuelve 940ug de resorufina en 999uL de DMSO esta primera

disolucion tiene una concentracién aproximada de 4000 pmoles/uL (Solucién 1)

2.- Se toma una alicuota de 5uL de la solucién 1 y se disuelve en 995uL de
DMSO con lo cual se tiene una solucién 2 con una concentracion aproximada

de 20 pmoles/uL.

3.- Se toma una alicuota de 400uL de la solucidén 2 y se hace otra dilucion en
400 pyL de DMSO esta es nuestra solucién 3 y tiene una concentracion de 10

pmoles/uL.

4.- Por ultimo se toma una alicuota de 80 uL de la solucién 3 y se disuelve en

720 yL de DMSO para tener una concentraciéon final de aproximadamente 1

pmol/uL.
Tubo Concentracion | uL de solucion Tipo de Buffer pL
pmoles agregado solucion
1 5 5 995
2 10 10 4 990
3 25 25 975
4 50 5 995
5 100 10 3 990
6 250 25 975
7 500 25 2 975

Tabla 4.- Muestra la cantidad de reactivos necesarios para preparar la curva patron de
resorufina.
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5.- Cada uno de los puntos de la curva se realiza por triplicado y se mide en el

fluorémetro Bio Rad .

Curva patrén de 4-nitrocatecol.

Para poder estimar la concentracion de 4-nitrocatecol formado durante la
reaccion con CYP2E1l, es necesario realizar una curva patron de este

compuesto. Para este propésito se sigue el siguiente protocolo:

1.- Preparar una solucién stock de 4-nitrocatecol 2mM disuelto en amortiguador

de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.2 (Amortiguador 1).

2.-A partir de la solucién stock se prepara una solucién 100uM de 4-nitrocatecol
(100uL del stock 2mM + 1900uL de amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M

pH 7.2) y a partir de esta solucién se construye la curva patréon.

3.-La curva patrén recomendada es 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 nmol/mL usando como
disolvente el Buffer 2 para un volumen final de 1mL. Es importante mencionar

gue los puntos de la curva se realizan por triplicado.

4.-Una vez preparada la curva patron, se trata como si fuera una muestra es
decir se incuba por 10min, se le agregan 200uL de HCIO4 1.5M, se colocan en
hielo, se centrifugan los tubos a 12000rpm por 5min, se recupera el
sobrenadante, se agrega NaOH 10M, se homogeniza y se registra el valor de

absorbencia a 510nm.
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