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1. RESUMEN

éxico es un pais un con gran diversidad natural y cultural lo cual ha tenido

como consecuencia que la vegetacion que se encuentra en nuestro pais

sea utilizada para diferentes fines. Uno de los diversos usos es en la
medicina tradicional, la cual se sabe que desde tiempos prehispanicos se ha enfocado
en el alivio de gran variedad de enfermedades; y hasta la fecha sigue vigente en gran
parte del territorio mexicano.
Ejemplo de este uso es el de la corteza del arbol Amphipterygium adstringens,
comunmente conocido como cuachalalate, la cual es ampliamente utilizada en México
como medicina tradicional para diversos malestares, pero empleada principalmente
para padecimientos gastrointestinales. A pesar de que la corteza de cuachalalate se ha
utilizado por varias generaciones y que en la actualidad existe una gran cantidad de
estudios relacionados con sus principales usos, hasta la fecha no se habia considerado
la importancia de la interaccion con enzimas de fase I como los citocromos p450, los
cuales juegan un papel muy importante en el metabolismo de una gran diversidad de
xenobioticos, entre ellos los farmacos.
La importancia de conocer el efecto de la corteza de cuachalalate sobre los citocromos
p450 radica en que en muchas ocasiones los remedios de uso tradicional son
mezclados con farmacos, sin saber si existe algin tipo de interaccién y si ésta podria
tener un efecto perjudicante.
Por lo tanto con este estudio se pretendié conocer el efecto de dos extractos de
diferente polaridad y compuestos puros de la corteza de cuachalalate sobre la
actividad enzimatica de las isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2.
A partir de microsomas obtenidos de higado de ratas tratadas con fenobarbital y [3-
naftoflavona se realizaron ensayos de actividad enzimdatica probando diferentes
concentraciones de extracto hexanico, acuoso, una mezcla de 4acidos anacardicos y

dos compuestos puros.




De acuerdo con los resultados obtenidos el extracto hexanico resulté tener mayor
inhibicién a concentraciones mas bajas que la mezcla de acidos anacardicos y que los
dos compuestos puros, presentes en dicho extracto y la isoforma que resulté mas
sensible a la accidén inhibitoria fue CYP2B1. Por otro lado el extracto acuoso mostré
mas inhibicidn en la isoforma CYP1A1 pero a mayor concentracidn.

Los resultados de este estudio in vitro nos demuestran que el consumo de la corteza
de cuachalalate como medicina tradicional, no esta libre de riesgo ya que la inhibicién
de los citocromos p450 puede tener repercusiones al organismo si es mezclado con

compuestos metabolizados por estas enzimas.




2. INTRODUCCI()N

2.1 Citocromos P450

os citocromos P450 (CYP’s) forman parte de una superfamilia de

enzimas hemo que estan presentes desde bacterias hasta mamiferos

como el humano. Por lo tanto es razonable suponer que los CYP’s se
encuentran en todas las especies que viven en la Tierra ya que han sido
encontrados en arqueobacterias, también en plantas y en varias especies de
animales. A pesar de estar presentes en distintas especies de organismos, estos
se encuentran en diferente nimero ya que cada organismo refleja la necesidad
de una funcion respectiva. Se estima que en bacterias existen 20 citocromos
P450, en humanos el nimero de CYP’s es aproximadamente 60, mientras que
en plantas el nimero total de estas enzimas tan solo en Arabidopsis thaliana ha
sido estimado en mas de 300 (Anzenbacher & Anzenbacherova 2001).
La mayor parte de los estudios acerca de los CYP’s se ha enfocado en humano.
Los citocromos P450 en humanos se encuentran distribuidos por todo el
organismo, pero el drgano con mayor expresion de estas enzimas es el higado,
dicha expresion esta regulada por factores genéticos, presentando
polimorfismos fisiopatolégicos o ambientales (Clarke 1998). Dentro de la
célula los citocromos P450 se encuentran anclados en la membrana del reticulo
endoplasmatico a través de una hélice transmembranal hidrofébica en N-
terminal, otros se encuentran hacia membrana mitocondrial interna con su
dominio globular orientado hacia matriz (Seliskar & Rozman 2007).
Los CYP’s estan involucrados en la biosintesis de compuestos de gran interés,
principalmente de bajo peso molecular, los cuales actian como reguladores en
diferentes procesos del organismo como los esteroides, prostaglandinas,
derivados de acidos grasos y derivados de acido retinoico (Ortiz de Montellano,
1995b); sin embargo, también participan en el metabolismo de compuestos

exdgenos xenobidticos como farmacos, contaminantes ambientales, aditivos




alimenticios, entre otros; teniendo como funcion la desintoxicacién o bien la
bioactivacién de compuestos a través de reacciones de 6xido-reduccion (Costas
1996).

Las reacciones que llevan a cabo los citocromos P450 se basan en un ciclo
catalitico. En primer lugar el sustrato se une al atomo de hierro presente en la
enzima, teniendo como resultado cambios en el estado de spin y en el maximo
de absorbancia. Posteriormente se lleva a cabo la reduccién del complejo
hemoenzima- sustrato al estado ferroso pasando de Fe3* a Fe2+ a causa del
aporte de un electrén y al aumento en el potencial redox. En tercer lugar se
lleva a cabo la union del oxigeno, cambiando la configuracién del complejo el
cual es reducido por un segundo electrén teniendo asi un complejo hierro-
peroxo el cual es protonado y convertido al complejo 0, Fe- hidroperoxo,
seguido de una segunda protonacién que sirve como guia a la dioxigenacion,
dando lugar a una molécula de agua y teniendo la formacién de complejo I, el
cual oxigena al sustrato a través de la entrada de una molécula de agua y

finalmente completando el ciclo (Fig.1)
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Fig. 1 Ciclo catalitico de citocromo P450. Tomado de
http://www.tcm.phy.cam.ac.uk/

De acuerdo a los sistemas actuales de nomenclatura los citocromos P450 se
clasifican a partir de la identidad de la secuencia de aminoacidos en las cadenas
polipeptidicas. En una misma familia se agrupan los citocromos que tienen una
similitud mayor del 40% en la secuencia de aminoacidos. Dentro de una familia
se agrupan distintas subfamilias, el requerimiento para que dos citocromos
P450 pertenezcan a la misma subfamilia es que tengan una similitud superior
al 55% en la secuencia de aminoacidos. En una misma subfamilia, se distinguen
a partir de ndmeros arabigos, teniendo en cuenta que dos de estas enzimas son

distintas si sus secuencias de aminodacidos difieren en mas del 3%.




Las familias CYP1, CYP2 y CYP3 son las de mayor importancia para el
metabolismo de una gran variedad de xenobidticos incluyendo medicamentos

(Pelkonen et al., 2008).

2.1.1Subfamilia 1A

Los miembros de la subfamilia 1A tienen un control transcripcional a través de
la via del receptor nuclear AhR (Aryl hydrocarbon receptor). Las isoformas
mas estudiadas son CYP1A1 y CYP1A2 las cuales se encuentran presentes en
mamiferos incluyendo el humano. Ademas existe un porcentaje de similitud de
estos miembros del 80% entre humano y rata. Estas isoformas son de gran
interés ya que participan en el metabolismo de xenobiéticos y en procesos de
activacion de procarcinoégenos, los cuales pueden dar lugar a metabolitos

intermediarios que pueden unirse al DNA provocando mutaciones.

2.1.1.1 CYP1A1

CYP1A1 es la principal enzima extrahepatica y su nivel de expresion en el
higado es muy bajo en humanos. Esta isoforma participa en el metabolismo de
numerosos insecticidas y herbicidas (Lang et al, 1997; Tang et al., 2002; Abass
et al, 2010; Abass et al, 2007). Ademas de participar en el metabolismo de
farmacos tales como 5-fluorouracilo, dexametasona, elipticina, lansoprazol,
omeprazol, salicilamida, entre otros (Anwar-Mohamed et al 2009). Esta
isoforma activa diversos compuestos como el benzo(a)pireno y otros
hidrocarburos aromadticos policiclicos, los cuales también actian como

inductores (Bauer et al 1995)

2.1.1.2 CYP1A2

CYP1A2 se expresa principalmente en higado y en niveles inferiores en

pulmén, esta isoforma representa aproximadamente el 10% de las enzimas




CYP totales en el higado humano, sin embargo los niveles de su expresion
tienen cierta variabilidad entre individuos debido al polimorfismo genético que
presenta. Juega un papel importante en el metabolismo de gran cantidad de
farmacos, incluidos analgésicos y antipiréticos (paracetamol, fenacetina,
lidocaina) antipsicoticos (olanzapina, clozapina), antidepresivos (duloxetina),
medicamentos antiinflamatorios (nabumetona), farmacos cardiovasculares
(propranolol, guanabenz, triamtereno), entre muchos otros farmacos (Zanger
& Schwab 2013)

Asimismo participa en la activacién de nitrosaminas, aflatoxina B1 y aminas

aromaticas (Pelkonen et al, 1998).

2.1.2Subfamilia 2B

En humanos CYP2B6 es el Unico miembro identificado de esta subfamilia y
representa aproximadamente del 1 al 10% del contenido total de CYP’s
hepaticos, aunque también se expresa en otros tejidos como el riidn, pulmon,
intestino, endometrio uterino, macroéfagos, linfocitos y cerebro. Su expresion
tiene variabilidad entre individuos y se ve afectada por el genotipo y género.
Por ejemplo se ha reportado la expresion del mRNA de CYP2B6 solo en adultos
(Ekins & Wrighton, 1999).

Su induccién esta regulada por el receptor nuclear CAR (constitutive active
receptor) y por PXR (pregnane X receptor) (Sueyoshi et al., 1999).

Se ha informado que la isoforma CYP2B6 de humano y CYP2B1 de rata tienen
un porcentaje de similitud del 70% (Gonzalez 1988). En rata otro miembro de
esta subfamilia es el CYP2B2, que al igual que CYP2B1 es inducible con
fenobarbital. Ademas presentan un porcentaje de similitud del 97%.

En la actualidad ha sido documentada la importancia de CYP2B6 en el
metabolismo de varios pesticidas, farmacos y otros xenobiéticos ambientales.
Entre los pesticidas que son metabolizados por esta isoforma se encuentran

clorpirifés, carbaril, alacloro, metolacloro, acetoclor, butaclor y el repelente de




insectos N, N-Dietil-meta-toluamida (DEET) (Coleman et al.,, 2000; Tang et al,,
2001, 2002; Usmani et al,, 2002).

Los farmacos que son metabolizados incluyen los de uso quimioterapéutico,
como ciclofosfamida, antiestrogenos, S-mefenitoina, y diazepam (Jinno et al,
2003). Dentro de las drogas de abuso la nicotina, metilendioximetanfetamina
(MDMA, "éxtasis") y metilendioxietilamfetamina (MDEA “Eva”) se han
reportado como sustratos de CYP2B6 (Lang et al, 2001). Por otra parte
también se ha notificado que el metabolismo de efavirenz, medicamento

utilizado para tratar VIH, es mediado por esta isoforma (Haas et al., 2004).

2.2 Inhibicion de los citocromos P450

La inhibicién de los citocromos P450 es un proceso por el cual se da una
reduccion de la actividad enzimatica debido a la interaccion farmaco- farmaco
o por la administraciéon de un agente inhibidor. Cuando este proceso ocurre
aumentan las concentraciones plasmaticas del farmaco y la prolongacién del
efecto, lo que puede provocar toxicidad debido a la sobredosificacion.

La administracién de los fArmacos casi nunca se da de manera aislada, por lo
que la competencia de varios farmacos por la unién al sitio activo de la enzima
puede disminuir el metabolismo de uno de ellos, dependiendo de las
concentraciones en las que se encuentren y de la afinidad de los citocromos
P450.

Existen dos tipos de inhibicion de estas enzimas, irreversible y reversible. El
tipo de inhibicion irreversible requiere de la biotransformacion del inhibidor,
mientras que la inhibicion reversible se da directamente, sin metabolismo, las
interacciones farmaco-farmaco cominmente causan este tipo de inhibicion.

El tipo mas comun de inhibicién es el reversible y se produce como resultado
de la competencia en el sitio activo de la enzima y probablemente involucra
s6lo el primer paso del ciclo catalitico P450, se da a través de la unién a la
enzima por lo general con enlaces débiles, que se forman y se rompen

facilmente. Suele dividirse en inhibiciéon: competitiva, no competitiva y mixta




(Pelkonen et al., 2008). La inhibiciéon competitiva se da por la interaccién entre
el sustrato y el inhibidor por unirse a la misma posicion en el sitio activo de la
enzima. En la inhibicion no competitiva el inhibidor se une al complejo enzima-
sustrato, pero no a la enzima libre. Frecuentemente el tipo de inhibicién que
mas se observa en la practica es la mixta, presenta elementos de inhibicion

competitiva y no competitiva (Madan et al. 2002).

2.3 Caracteristicas generales de Amphipterygium
adstringens

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht, sinonimia Juliana adstringens
Schlechter, Hypopterygium adstringens Schltdl. Es un arbol perteneciente a la
familia Anacardiaceae que puede llegar a medir 8 metros, su tronco
generalmente es torcido con pocas ramas gruesas, ascendentes y torcidas de
ramificacion simpodial (Guizar & Sanchez, 1991). Posee yemas, obtusas,
desnudas, amarillentas, muy pubescentes. Tiene dos estipulas lanceoladas. Las
hojas se encuentran dispuestas en espiral, aglomeradas en las puntas de las
ramas, imparipinnadas, compuestas por 3-5 foliolos opuestos y sésiles, con el
foliolo terminal mas grande; ovados o elipticos, con el margen crenado, apice
agudo, base aguda u obtusa; verde opacos y amarillentos en la haz, verde
grisaceos en el envés, tomentosos en ambas superficies, mas densamente en el
envés; raquis tomentosos y pulvinado en la base (Navarrete 2009). Al ser una
especie dioica posee flores masculinas y femeninas. Florece de mayo a junio en
clima calido seco (Solares F. et al 2002). Los frutos son nueces abultadas con
estigmas persistentes, sobre los pedicelos aplanados y acrescentes hasta
formar una especie de ala. Contienen una o dos semillas muy aplanadas

(Argueta, 1994; Pennington & Sarukhan, 1998).

Es una planta endémica de México y Centroamérica. En México es cultivada en
los estados de Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Morelos, Puebla y Estado de

México (Olivera et al. 1999) (Fig. 2)




La corteza de Amphipterygium adstringens es ampliamente utilizada alrededor
del pais, sin embargo se ha reportado que su aprovechamiento e importancia
se encuentra concentrada en los estados de Guerrero y Morelos. En el estado
de Morelos el cuachalalate ocupa el octavo lugar de cuatrocientas especies que
se encuentran registradas con algun tipo de uso en la medicina tradicional;
ademas se sabe que es utilizada para curar mas de treinta enfermedades

(Solares-Arenas et al.,, 2006).

Fig. 2 Principales estados de la Republica Mexicana en donde se cultiva
Amphipterygium adstringens

Dependiendo la regién del pais este arbol se va nombrar de diferentes
maneras, por ejemplo cuachalalate en Michoacan, Jalisco, Morelos y Guerrero,
cuachalald, nun o palo de manteca en Oaxaca, cuacha o maticeran en
Michoacan, maceran o sumal en Guerrero, mapiceran en Jalisco y volador en

Puebla (Solares et al, 2002). Sin embargo es comunmente conocido como

-10 -
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cuachalalate a lo largo del pais. Su nombre proviene del ndhuatl, donde cudhuitl
significa arbol y chachalatli hace referencia al ave conocida como chachalaca,

por lo tanto cuachalalate significa arbol de la chachalaca (Cabrera 1980).

El cuachalalate tiene gran importancia en la medicina tradicional ya que su
corteza es utilizada por la poblacion mexicana atribuyéndole distintas
propiedades curativas como cicatrizante, antibiotico, para disolver calculos
renales, para coélicos, contra la malaria, antiinflamatorio, para lesiones
cutaneas, mordeduras o piquetes de animales venenosos, enfermedades de las
encias, caida del cabello, infecciones vaginales, manchas en la piel, diabetes,
dolor de muelas. Pero principalmente se utiliza en cancer del tracto digestivo,

gastritis y ulceras (Olivera et al. 1999 y Argueta-Villamar 1994)

El modo de empleo de la corteza de cuachalalate depende de la zona geografica
y del padecimiento para el cual se va utilizar. En el caso especifico de
padecimientos gastrointestinales tales como la gastritis y ulceras gastricas una
forma en que se emplea esta planta es remojando la corteza en agua hasta
tomar color y tomandolo como agua de uso. Otras manera de administrar es en
decoccidén o infusién solo con la corteza de Amphipterygium adstringens o en
algunos casos acompafando con la corteza de otras plantas como arnica,
cancerina y encino. También se hacen extracciones con alcohol del 96°,
administrando unas gotas de la tintura en agua (Argueta-Villamar 1994,

Magdaleno 1987 y Castillo-Juarez 2011)
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2.4 Antecedentes

2.4.1 Compuestos aislados de Amphipterygium
adstringens

Estudios fitoquimicos de la corteza de cuachalalate han informado la presencia
de varios triterpenos, esteroles como acotilona de sarsapogenina, una
saponina de tipo esteroidal y fenoles de cadena larga en donde se encuentran
acidos y aldehidos anacardicos (Navarrete et al, 1998) (Fig. 3)

Dentro de los triterpenos aislados se ha identificado el acido 3-a-
hidroximasticadienonico, 4cido masticadienonico, acido 3- epi-oleandlico y -
sitosterol. Estudios previamente reportados han informado que los terpenos
como el acido 3-a-hidroximasticadienonico, acido 3-epi-oleandlico y f-
sitosterol son los principios activos del extracto metandlico de la corteza de
cuachalalate los cuales poseen un efecto gastroprotector (Arrieta et al. 2003).
Por otro lado el acido 3-a-hidroximasticadienonico ha sido identificado como
el principal compuesto con actividad antiinflamatoria en edemas de rata
inducido por TPA (Oviedo-Chavez et al., 2004). También se ha observado que
el acido 3-a-hidroximasticadienonico actiia amplificando la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (MPT) inducida por Ca 2*, ademas se report6é que
a diferentes concentraciones puede ocasionar muerte celular (Dalla Via et al,,
2012). Otro trabajo dio a conocer que el acido 3-a-hidroximasticadienonico y
acido masticadienonico mostraron un efecto citotoxico frente a células de
leucemia (Makino et al, 2004).

Estudios relacionados con efectos protectores en problemas gastricos han
demostrado que los terpenos aislados tales como el 4cido 3- epi-oleandlico
>4acido 3-a-hidroximasticadienonico>f-sitosterol y el dcido masticadienonico
mostraron un efecto gastroprotector, de mayor a menor actividad en el orden

antes mencionado (Arrieta et al. 2003)
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Fig. 3 Principales compuestos aislados de la corteza de Amphipterygium
adstringens. 1) Acido masticadienénico, 2) 4cido 3-a hidroximasticadienonico,
3) acido 3- epi-oleandlico, 4) acidos anacardicos, 5) aldehidos anacardicos y 6)

[-sitosterol. Tomado de Navarrete 2009.

Los fenoles de cadena larga presentes en el extracto hexanico identificados a
partir de cromatografia de columna de silica gel, se agrupan en dos mezclas, en
una de ella se encuentran acidos fendlicos y en una segunda mezcla se
encuentran aldehidos fenoélicos. Con un porcentaje de 0.0960% en el caso de
los acidos fendlicos y 0.0023% de aldehidos fendlicos del peso seco de la
corteza. (Mata et al 1991).

Dentro de los fenoles de cadena larga, la mezcla de 4cidos anacardicos presenta
el mayor nimero de estudios. El andlisis de espectrometria de masas de

cromatografia de gases (GC/MS) de la mezcla de acidos anacardicos presentes
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en la corteza de Amphipterygium adstringens revelé que la mezcla se compone
de cuatro acidos fendlicos de cadena larga que poseen C15-46.8%, C16- 7.2%,
C17-29.9 %,y C19 7.5 %.

Entre los estudios con estos compuestos existen informes acerca de la actividad
antimicrobiana que presenta la mezcla de acidos anacardicos sobre
Helicobacter pylori con una respuesta dosis- dependiente, mostrando una
concentracion minima inhibitoria de 10 ug/ml (Castillo-Juarez et al, 2007);
sobre Chromobacterium violaceum y Pseudomonas aeruginosa esta mezcla
mostro la inhibicion de la percepcion de quérum (QS) (Castillo-Juarez et al,
2013)

El principal compuesto de la mezcla de los acidos anacardicos aislado y que
hasta la fecha tiene el mayor nimero de estudios es el acido 6-pentadecil
salicilico, el cual presenta un porcentaje de concentraciéon del 50% en la mezcla
de acidos anacardicos de la corteza de Amphipterygium adstringens (Mata et al
1991). Es importante destacar que este compuesto no es exclusivo del
cuachalalate y que se encuentra presente en plantas pertenecientes a la familia
Anacardiaceae y del género Ginkgo.

Los estudios anteriormente reportados han demostrado que el efecto
antiinflamatorio del acido 6-pentadecil salicilico se debe a su propiedad
inhibitoria de la histona acetiltransferasa (Sung et al., 2008). Ademas se ha
informado que este compuesto es un potente inhibidor de la angiogénesis

tumoral por la via de sefalizacion de Src/FAK/Rho GTPasa (Wu etal.,, 2011).
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2.4.2 Actividad de Amphipterygium adstringens sobre
los citocromos P450

A pesar del considerable uso de la corteza de cuachalalate en México, no
existen estudios que muestren los efectos de la interaccion con los citocromos
P450.

Debido a la falta de datos relacionados con Amphipterygium adstringens y las
subfamilias de citocromos P450 involucradas en el metabolismo de
xenobiodticos; a continuacion se muestran datos de los efectos de la interaccion
de los citocromos P450 con algunas plantas de la familia Anacardiaceae misma
a la que pertenece el arbol de cuachalalate, ademas de informes de unos
compuestos semejantes a los que constituyen la corteza de Amphipterygium

adstringens.
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Cuadro 1.
Interaccidn de citocromos P450 con plantas de la familia Anacardiaceae.

Especie Interaccion con citocromos P450

Extracto acuoso de Mangifera Inhibiciéon de CYP 1A1, 1A2, 3A4, 2D6, 2C9 y 2A6 en
indica L. hepatocitos de humano (Rodeiro et al. 2013)

Extracto estandarizado de Rhus Inhibicion de CYP2C9 con wuna Clso <0.001
verniciflua Stokes ug/mL,CYP2C19 mostrando una Clso de 0.68 pg/mL, y

CYP1A2 con una Clsode 10 ug/mL (Jung & Lee 2014)

Aceite de Pistacia lentiscus L. Inhibe la actividad y la expresion de CYP2E1, 3A4,
1A1, y 1A2 en diferentes tejidos de raton (Attoub et al,

2014)
Extracto de leche de nuez de Disminuciéon en los niveles de contenido de
Semecarpus anacardium Linn. citocromos P450 en microsomas de higado de rata

(Premalatha et al., 2000)

Entre los estudios reportados con compuestos similares a los que constituyen
la corteza Amphipterygium adstringens se encuentra la inhibicién de
citocromos P450 por el acido oleandlico un triterpeno con composicion
quimica afin a la del acido 3-epi-oleandlico, un compuesto presente en la
corteza de cuachalalate (Fig. 4), el estudio demuestra la capacidad del acido
oleanodlico de inhibir de manera competitiva dos isoformas de microsomas
hepaticos humanos tales como CYP3A4 ( ICso de 78.9 uM) y CYP1A2 (ICso de
143.5 pM) (Kim et al. 2004).
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Fig. 4 Formula estructural de 1) acido olendlico y 2) acido 3-epi-oleandlico.

Tomada de Navarrete 2009.

En otro trabajo se ha informado la inhibiciéon de CYP3A4 (Clso 37.06 uM) de
cultivos de células de placas de Peyer ex vivo por el acido anacardico aislado de

las nueces de la india del arbol de Anacardium occidentale L. (Sou et al. 2012)
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3. ]USTIFICACI()N

n México el uso de plantas medicinales se ha llevado a cabo desde

tiempos prehispanicos, en la actualidad se estima que de todas las

plantas con flor documentadas en el pais, alrededor del 15% tienen un
uso medicinal y tan solo el 5% tienen un tipo de validacion cientifica (Ocegueda
etal 2005).
En el caso particular de la corteza del arbol Amphipterygium adstringens mejor
conocido como cuachalalate se le han atribuido distintas propiedades curativas
y es empleada como cicatrizante, para disolver calculos biliares y renales, como
antiinflamatorio; sin embargo se utiliza principalmente en enfermedades como
gastritis, ulceras y cancer del tracto digestivo (Olivera et al.,,1999). A pesar de
que se han hecho diversos estudios de esta planta y se han logrado aislar
compuestos quimicos, no se sabe cudl es el efecto que puede causar la
interaccion de los compuestos presentes en la corteza con las enzimas de fase |
como los citocromos P450.
Esto es de gran importancia debido a que estas enzimas participan en el
metabolismo de farmacos. Se ha reportado que las familias CYP1, 2 y 3 son
responsables de la biotransformacion del 70-80% de todos los medicamentos
de uso clinico (Zanger & Schwab 2013).
Si bien no hay informacién bibliografica acerca del uso de decocciones o
infusiones de la corteza de cuachalalate en enfermedades gastrointestinales
acompafando con algin medicamento especifico para tratar los
padecimientos, se sabe que en nuestro pais gran parte de la poblacién,
particularmente personas de edad avanzada, adquieren la tendencia a tomar
diversos tipos de medicamentos y mezclarlos con infusiones de plantas de uso
tradicional como lo es el cuachalalate (Navarrete et al 2005).
Por lo tanto,este trabajo tiene como finalidad conocer si los componentes del

extracto hexanico y acuoso, asi como compuestos puros aislados de la corteza
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de Amphipterygium adstringens tienen algun efecto inhibidor en los citocromos
de las subfamilias 1A y 2B las cuales tienen una importante participacion en el

metabolismo de varios xenobidticos.

s HIP()TESIS

os extractos de la corteza del arbol de Amphipterygium adstringens
tendran un efecto inhibitorio sobre las subfamilias 1A y 2B de los

citocromos P450.
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;. OB]ETIVOS

5.1 General

Mediante un estudio in vitro evaluar el efecto inhibitorio del extracto acuoso y
hexanico de la corteza de Amphipterygium adstringens en la actividad

enzimatica de CYP1Ay CYP2B.

5.2 Particulares

e Medir la actividad microsomal hepatica de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1y CYP2B2
con el extracto acuoso y hexanico.

e Medir la actividad microsomal hepatica de CYP2B1 con la mezcla de acidos
anacardicos, acido 6-pentadecil- salicilico (acido anacardico) y acido 6-[16'Z-
nonadecenil]-salicilico.

e Probar el efecto antimutagénico del extracto hexanico y de la mezcla de acidos

anacardicos en la cepa TA1535 y TA98.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Material vegetal

Fueron proporcionados por el Dr. Fausto Rivero Cruz del Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica UNAM 2 Kkilos de corteza del arbol
Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Schiede ex Standl. Los cuales fueron
colectados e identificados por la bidloga Irma Acosta Calixto en la Estacion de

Biologia Chamela (EBCh), en Marzo del 2010.

6.2 Compuestos aislados

El acido 6-[16'Z-nonadecenil]-salicilico y la mezcla de acidos anacardicos
fueron proporcionados por el Dr. Fausto Rivero Cruz del Departamento de

Farmacia de la Facultad de Quimica UNAM.
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El 4cido anacardico (4cido 6-pentadecil salicilico) con 98% de pureza fue

adquirido de Sigma-Aldrich, St Louis, MO.

6.3 Obtencion de extractos

Extracto hexanico

Se colocaron 630 gramos de corteza de Amphipterygium adstringens
previamente cortada en trozos pequefios en un frasco Erlenmeyer de 3L con 1
L de hexano puro, se dej6 macerar durante tres dias. Se recuperé el liquido, se
filtr6 y el disolvente fue eliminado en un evaporador rotatorio a una
temperatura de 60 °C a 75 rpm. El disolvente fue recuperado y reutilizado para
hacer extracciones consecutivas cuatro veces mas, por ultimo se colocé en un

vial de cristal utilizando como disolvente diclorometano.

Extracto acuoso

Se colocaron en un matraz 630 gramos de corteza de Amphipterygium
adstringens cortada en trozos pequefios y 3.7 L agua destilada hirviendo
durante 1 hora. El liquido recuperado se filtr6 y se concentré en un rotavapor

conectado a una bomba de vacio..

Mezcla de acidos anacardicos

Un kilogramo de corteza de Amphipterygium adstringens molida fue sometida a
un proceso de extraccion por maceracién a temperatura ambiente utilizando
2.5 L de éter de petréleo por un periodo de 8 dias. Se filtré y el disolvente se
evapor6 a presion reducida y finalmente se obtuvieron 27 g de un residuo
oleoso verde oscuro.

El extracto fue sometido a un proceso de cromatografia de columna al vacio con
0.5 kg de gel silice el cual se eluy6 utilizando como fase mévil hexano y una
mezcla hexano-acetato de etilo (80:20) y acetato de etilo. Una porciéon de 3.3 g

de la fraccion generada fue sometida a un fraccionamiento de columna abierta
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utilizando como fase estacionaria 300g de gel silice (Kieselgel 60 Merck con un
tamafio de particula de 0.063-0.0200 mm, 70-230 mesh ASTM) y como fase
movil se utilizé un gradiente de hexano: acetato de etilo (1:0--> 0:1). Mediante
este proceso se obtuvieron 18 fracciones que posteriormente fueron reunidas
por su similitud cromatografica, obteniéndose 9 fracciones combinadas.

Una vez reunidas todas las fracciones, se realizé6 una cromatografia de capa
fina, con base en los resultados se reunieron dos fracciones y una fraccion
combinada.

La fraccién combinada se someti6 a una cromatografia en columna abierta
utilizando gel de silice y como fase movil mezclas de hexano-acetato de etilo
(1:1) y (4:6). Este proceso permitio la obtenciéon la obtencién de ocho
fracciones las cuales se agruparon de acuerdo a su similitud cromatografica en
cuatro (F: a-d).

La fraccion F-a se someti6 nuevamente a una cromatografia de columna abierta
utilizando gel de silice y como eluyente mezclas de hexano- acetato de etilo
(6:4). A partir de este fraccionamiento cuaternario se obtuvieron 3 fracciones
de las cuales fue aislada una mezcla de acidos anacardicos. La identificacion se
realizé utilizando muestras auténticas asiladas previamente por el Dr. Andrés

Navarrete (Carrasco & Rivera, 2009).

6.4 Induccion de CYP1Ay CYP2B

Se utilizaron cinco ratas macho Wistar de 200 gramos de peso, procedentes del
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. A cuatro ratas se les
administré via intraperitoneal fenobarbital (60 mg/kg) durante tres dias y en
el cuarto (30 mg/kg. En el cuarto dia de tratamiento se administréo 8 -
naftoflavona (80 mg/kg) para inducir la expresion de las subfamilias de CYP1A
y 2B. Una rata fue utilizada como control negativo a la cual se le administré
durante cuatro dias 200 pL aceite de maiz. Al quinto dia todas las ratas fueron

sacrificadas por decapitacion.
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6.5 Obtencion de la fraccion microsomal

Posterior al sacrificio se extrajeron los higados de cada animal, se cortaron en
trozos pequefos y se homogenizaron en una solucion de KCl 0.15 M a una
porcién de 3 mL/g del peso de cada higado. Después se centrifugaron a 9000 g
por 10 minutos y el sobrenadante (S9) se proceso para la obtener la fraccion
microsomal centrifugando a 100000 g por 60 minutos. El boton resultante se
resuspendié en un amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M en un pH 7.4 y se
centrifugd con las mismas condiciones antes mencionadas. El botén obtenido
se resuspendié en un amortiguador de fosfato de potasio pH 7.4, EDTA 0.1 M
DDT 0.1M y 20% de glicerol y se almacen6 en alicuotas a una temperatura de -

70 C°.

6.6 Cuantificacion de proteinas de la fraccion
microsomal

Se siguio el protocolo establecido por Bradford en 1976, en este caso se realizo
la lectura en microplaca. Se hizo una diluciéon 1:80 de proteina en agua y se
colocaron 10 pL de los cinco puntos de la curva por triplicado en cada pocillo,
posteriormente se afladieron 200 pL del reactivo de Bradford en una dilucion
de 1:4 y finalmente se midi6 a una longitud de onda de 595 nm en el lector

Synergy H4™™,
6.7Determinacion de la actividad enzimatica

A través de la capacidad de O-dealquilacién que tienen los citocromos P450 de
convertir determinados sustratos en resorufina cuantificable mediante
fluorescencia, se evalud la actividad enzimatica de CYP1A1 utilizando como
sustrato etoxiresorufina (EROD), CYP1A2 con el sustrato metoxiresorufina
(MROD), CYP2B1 con el sustrato pentoxiresorufina (PROD) y CYP2B2 con

benciloxiresorufina (BROD).
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A partir de una curva patrén de resorufina se determind la cantidad formada
de ésta para cada reaccidn enzimatica.

La reaccién se llevd a cabo en una microplaca la cual se incubé durante 3
minutos a una temperatura de 37 C° 145 pL en caso de CYP 1A1, CYP 2B1y CYP
2B2 y 138 uL para CYP 1A2 de buffer pH 7.6 Tris 50 mM y MgClz 25 mM, 80 ug
de proteina/mL de la fraccién microsomal, 5 pL del sustrato correspondiente
para cada isoforma disuelto en DMSO, 5 pL de extracto hexanico
(concentraciones 0.008, 0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/mL) disuelto en
DMSO; del extracto acuoso (concentraciones de 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5y 1
mg/mL) disuelto en agua; de la mezcla de acidos anacardicos (concentraciones
de 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/mL) disuelto en DMSO; de 4cido 6-pentadecil
salicilico (concentraciones de 250, 500, 1000 y 1425 uM) disuelto en DMSO y
de acido 6-[16'z-nonadecenil]-salicilico (concentraciones de 100, 1000, 1100 y
1225 puM) disuelto en DMSO. Después de la incubacion se adicionaron 40 uL de
NADPH 2.5 mM, teniendo como volumen final 200 pL.

Las lecturas de fluorescencia se tomaron a intervalos de 20 s durante 15
minutos a una longitud de onda de excitacién de 530 nm y una longitud de

onda de emision de 590 nm en un lector de microplaca Synergy H4™.

Para conocer si los extractos y compuestos probados tenian interferencia con
la fluorescencia de la resorufina se realizaron curvas de resorufina
incorporando las diferentes concentraciones probadas en la actividad
enzimatica del extracto acuoso y hexanico y con la concentracion mas alta para

el caso de la mezcla de acido anacardico y los compuestos puros.
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6.8 Ensayo de mutagenicidad

Se utilizaron las cepas TA98 y TA1535 de Salmonella thypimurium donadas por
el Dr. B.N. Ames de la Universidad de California de Berkeley. C.A. USA. El
promutageno que se utilizé fue ciclofosfamida la cual es metabolizada
principalmente por CYP1A y 3-metilcolantreno metabolizado por CYP2B.

Como sistema enzimatico se utiliz6 la fraccion S9 de higados de rata tratados
con B-naftoflavona y fenobarbital (B-NF/ FB) con las isoformas de interés
inducidas (CYP1A y CYP2B).

Se sigui6 el protocolo establecido por Maron y Ames 1993, en tubos estériles
que contenian 2 mL de agar de superficie precalentados a 45°C se les agreg6
0.1 mL del cultivo de 16 horas de las cepas de Salmonella thypimurium TA98 o
TA1535 dependiendo del experimento, la concentracién utilizada del
mutageno fue de 5 pg de 3-metilcolantreno para la cepa TA98 y 500 pg de
ciclofosfamida para la cepa TA1535, 0.5 mL de la mezcla S9 que contenia
fraccion S9 B-NF/ FB, MgClz 0.4 M KCl 1.65 M, NADP 4 mM, glucosa 6-fosfato 5
mM y amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4 y finalmente se afiadié 10 pL de
extracto hexanico (concentraciones 0.03, 0.06, 0.1, 0.125 y 0.25 mg) disuelto en
DMSO y 10 pL de mezcla acidos anacardicos (concentraciones 0.06, 0.125, 0.25,
0.5 y 1 mg) disuelto en DMSO. La mezcla que se encontraba en cada tubo se
agreg6 a cajas Petri con medio minimo Vogel-Bonner, se dejo solidificar y se
incubaron durante 48 horas a 37°C. Finalmente se cont6 el nimero de colonias

revertantes y se observd el crecimiento de fondo para saber si existia toxicidad.

6.9 Analisis estadistico

Los ensayos de actividad enzimatica fueron experimentos que se realizaron por
triplicado de manera independiente. Para calcular la inhibicién de cinética
enzimdatica de cada isoforma, solo se tomaron en cuenta los datos que

correspondian a la pendiente, es decir no se tomaron en cuenta los datos de
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saturacion de la enzima. Para estandarizar los datos, las pendientes
correspondientes a cada concentracion se dividieron entre la pendiente de la
concentracion cero.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statistical Analysis
Software, (SAS) version 9.0. A los datos obtenidos de la inhibicion de la cinética
enzimatica se les realizd un analisis de varianzas con respecto a los datos
control (concentracion cero) con pruebas pos Hoc Dunnett con una P<0.05.
Para comparar la inhibicién entre los CYP’s se aplic6 una prueba Tukey. La
concentracion para inhibir al 50% (Clso) se calcul6 ajustando una curva que se
adecuaba a la curva de inhibicién y se le aplicé una prueba Tukey. Los datos de
antimutagénesis se calcularon con regresion lineal, observando que la

pendiente fuera diferente a cero P<0.0001.
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7. RESULTADOS

7.1 Apariencia y rendimiento de extractos

e obtuvieron dos extractos con aspecto y rendimiento diferente. En el caso del
extracto hexanico, presentdé una consistencia aceitosa y un rendimiento total
de 18 gramos, mientras que del extracto acuoso se obtuvo un polvo con un

rendimiento de 20 gramos.

7.2 Efecto del extracto hexanico sobre la actividad
enzimatica de CYP1Ay CYP2B

En la figura 5 se muestra el efecto inhibitorio del extracto hexanico a concentraciones
de 0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.5 mg/mL sobre las isoformas CYP2B1 y CYP2B2 y 0.008,
0.01, 0.03, 0.06, 0.125 mg/mLy 0.25 mg/mL sobre CYP1A1 y CYP1AZ2.

Se puede observar que el efecto inhibitorio no es el mismo para las diferentes
isoformas evaluadas, el orden de inhibicién de mayor a menor es CYP2B1> CYP2B2>

CYP1Al yen el caso de CYP1AZ2 el extracto hexanico no tuvo un efecto inhibitorio.
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06 Actividad enzimatica
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Fig. 5 Efecto del extracto hexanico (EH) de Amphipterygium adstringens sobre la actividad
enzimatica microsomal de las isoformas CYP1A1, 1A2, 2B1 y 2B2. Cada linea expresa el
promedio de 3 experimentos independientes realizados para cada concentraciéon de EH +
D.E. * P < 0.05 vs control.

7.2 Efecto de la mezcla de acidos anacardicos y compuestos
puros de Amphipterygium adstringens sobre la actividad de
CYP2B1

En la figura 6 se muestra la comparacion del efecto de inhibicién de la mezcla de
acidos anacardicos y el extracto hexanico sobre la actividad enzimatica de CYP2B1.
Revelando que a pesar de que la mezcla de acidos anacardicos se encuentre presente
en el extracto hexanico, el extracto mostré un efecto mas potente en la inhibicién de la

isoforma CYP2B1.
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Fig. 6 Efecto de la mezcla de 4cidos anacardicos (MA) presentes en el extracto hexanico
de Amphipterygium adstringens sobre la actividad enzimatica microsomal de CYP2B1.,
comparado con la inhibicién de EH sobre CYP2B1. Cada linea expresa el promedio de 3
experimentos independientes realizados para cada concentracién de MAy EH + D.E. * P
< 0.05 vs control.

La figura 7 se muestra el efecto inhibidor del acido 6-pentadecil salicilico y el acido 6-
[16'Z-nonadecenil]-salicilico dos compuestos puros presentes en el extracto hexanico
sobre la actividad enzimatica microsomal de CYP2B1. Se puede observar un
comportamiento parecido en los dos acidos anacardicos, sin embargo en el caso del
acido 6-[16'Z-nonadecenil]-salicilico a una concentracién de 1000 pM empieza a
existir un fendmeno de inhibicién, mientras que el acido 6-pentadecil salicilico

comienza a inhibir la actividad enzimatica de CYP2B1 desde los 500 uM.
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Fig. 7 Efecto del acido 6-pentadecil salicilico (AA) a concentraciones de 250 uM,
500 pM, 1000 uM y 1425 pMy el acido 6-[16'Z-nonadecenil]-salicilico (AA 2) a
concentraciones de 100 puM, 1000 uM, 1100 uM y 1225 pM sobre la actividad
enzimatica microsomal de CYP2B1. Cada linea expresa el promedio de 3
experimentos independientes realizados para cada concentracién de AAy AA1 + D.E.
*P < 0.05 vs control.

7.3 Efecto del extracto acuoso sobre la actividad enzimatica
de CYP1Ay CYP2B

En la figura 8 se muestra el efecto inhibitorio del extracto acuoso a concentraciones de
0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/mL sobre las isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1y
CYP2B2.

Se puede observar un efecto inhibitorio similar en todas las isoformas, a excepcién de

CYP1A2 el cual tuvo menor inhibicién.
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Fig. 8 Efecto del extracto acuoso (EA) de Amphipterygium adstringens sobre la actividad
enzimdtica microsomal de las isoformas CYP1A1, 1A2, 2B1 y 2B2. Cada linea expresa el
promedio de 3 experimentos independientes realizados para cada concentracion de EA +
D.E. * P < 0.05 vs control.
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7.4 CI50 del extracto acuoso, extracto hexanico, mezcla de

acidos anacardicos y compuestos puros de Amphipterygium
adstringens

Cuadro 2.
Clso extracto acuoso, extracto hexanico, mezcla de acidos anacardicos y compuestos
puros de Amphipterygium adstringens sobre CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2.

CYP1A1 CYP1A2 CYP2B1 CYP2B2
Extracto hexanico Cl50:0.268 NI CI50:0.057 CIs0: 0.100
mg/mL mg/mL mg/mL
Extracto acuoso Cl50:0.400  Cls50:0.784 Cl50:0.433 Cl50:0.402
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Mezcla de acidos - - CIs0:0.327 -
anacardicos mg/mlL
Acido 6-pentadecil - - Cl50:967.03 -
salicilico M
Acido 6-[16’Z- - - Clso: 1137.44 -
nonadecenil]-salicilico hM

CIso Concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad enzimatica. NI: No
inhibicion. - No se realizaron los experimentos.
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7.5 Toxicidad de Amphipterygium adstringens

Con el fin de determinar si la mezcla de acidos anacardicos y el extracto hexanico del
cuachalalate mostraban un efecto toxico sobre las colonias de Salmonella thypimurium
se llevo a cabo la observacion del crecimiento de fondo el cual es un indicador en la
prueba de Ames si existe toxicidad. En este estudio no se observd crecimiento de

fondo en ninguna de las concentraciones de la mezcla y extracto probado.

7.5.1 Efecto antimutagénico de la mezcla de acidos
anacardicos

En la figura 9 se observa el efecto antimutagénico del extracto hexanico a distintas
concentraciones (0.03, 0.06, 0.1, 0.125 y 0.25 mg) sobre Salmonella thypimurium con
adicién de ciclofosfamida un mutageno activado principalmente por los citocromos de
la subfamilia CYP2B. Se muestran dos ensayos, uno de ellos con ciclofosfamida, las
diferentes concentraciones del extracto hexanico y con la fraccién microsomal S9 y el
control sin S9. Se observa que el nimero de mutantes el ensayo en donde se adicion6
la fraccion microsomal S9 va disminuyendo conforme la concentracion del extracto

hexanico aumenta, mostrando asi el efecto antimutagénico.
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Fig. 9 Efecto del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens a concentraciones de
0.03, 0.06, 0.1, 0.125 y 0.25 mg/caja sobre la mutagenicidad de ciclofosfamida.

Pendiente diferente de cero de (EHC+ CP+ S9) p <0.0001.

En la figura 10 muestra el efecto antimutagénico de la mezcla de acidos anacardicos

en distintas concentraciones (0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg) sobre

Salmonella

thypimurium con adicién de ciclofosfamida un mutdgeno activado principalmente por

los citocromos de la subfamilia CYP 2B. En esta figura solo se muestra el ensayo con la

adicién de la fraccion microsomal S9. Mostrando el efecto protector de la mezcla de

acidos anacardicos ocasionado por el mutageno ciclofosfamida.
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Fig.10 Efecto de la mezcla de acidos anacardicos de Amphipterygium adstringens a
concentraciones de 0.006, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/caja sobre la mutagenicidad de
ciclofosfamida. Pendiente diferente de cero p <0.0001.
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En la figura 11 se observa el efecto antimutagénico del extracto hexanico a distintas
concentraciones (0.03, 0.06, 0.1, 0.125 y 0.25 mg) sobre Salmonella thypimurium con
adicion de  3-metilcolantreno un mutageno activado principalmente por los
citocromos de la subfamilia CYP1A. Se muestran dos ensayos, uno de ellos con el
mutageno, las diferentes concentraciones del extracto hexanico y con la fraccién
microsomal S9 y el control sin S9. Se observa que el nimero de mutantes resultantes,
por la adicién de 3-metilcolantreno, en el ensayo donde se adicion6 la fraccion
microsomal S9 van disminuyendo conforme la concentracién del extracto hexanico

aumenta, mostrando asi un efecto protector.

Antimutagénesis de TA98 con EH
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Fig. 11 Efecto del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens a concentraciones
de 0.03, 0.06, 0.1, 0.125 y 0.25 mg/caja sobre la mutagenicidad de 3-metilcolantreno.
Pendiente diferente de cero de (EHC+ 3MC + S9) p <0.0001.
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8. DISCUSI()N

n México la medicina tradicional es ampliamente utilizada, sin embargo

no se sabe cudl es el efecto de muchas de las plantas empleadas en

interaccién con enzimas de fase I. Tal es el caso de la corteza del arbol
Amphipterigyum adstringens, mejor conocido como cuachalalate; que a pesar de
tener diversos estudios, no ha sido explorado el efecto que puede llegar a tener en
interacciéon con enzimas de importancia en el metabolismo de fArmacos como los
citocromos P450. Dado que no existen informes del efecto de la interaccién de los
citocromos P450 con algin extracto o compuesto puro aislado de la corteza de
cuachalalate, se llev6 a cabo este estudio in vitro, como una primera aproximacion
de los fendmenos que pueden llegar a ocurrir en un organismo; observando el
potencial inhibitorio de dos extractos de diferente polaridad y compuestos puros
sobre la actividad enzimatica microsomal de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2.
En el pais las formas mas habituales de consumo de la corteza de cuachalalate son
en infusion y decoccion. Este trabajo pretendié aproximarse lo mas posible al
efecto que puede ocurrir sobre la actividad de las subfamilias CYP1A y CYP2B por
lo cual se realizaron estudios con un extracto acuoso.
Los resultados de los ensayos in vitro de la actividad enzimatica con el extracto
acuoso mostraron un efecto inhibitorio muy parecido en todas las isoformas
excepcion de CYP1A2 en donde el porcentaje de inhibicion fue menor (Fig. 4). De
acuerdo a los resultados, el potencial de inhibicion microsomal de este extracto de
mayor a menor es CYP1A1 (Clso: 0.400 mg/mL) > CYP2B2 (CIso: 0.402 mg/mL)>
CYP2B1 (ClIso: 0.433 mg/mL) > CYP1A2 (Clso: 0.784 mg/mL).
Ademas de que el valor de Clso es muy parecido entre las isoformas, en la figura 4
se puede apreciar que la inhibicién de las cuatro isoformas tiene el mismo tipo de
pendiente, lo cual podria significar que el extracto acuoso posee el mismo tipo de
inhibicién sobre la actividad enzimatica de las subfamilias CYP1A y 2B, pero en

diferente potencia.
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A pesar de que aun no existen informes acerca de la totalidad de compuestos
presentes en el extracto acuoso, se sabe que se encuentran presentes triterpenos
(Oviedo-Chavez et al., 2004, Navarrete et al 2005), taninos y saponinas (Gonzalez
& Delgado, 1962). Por lo cual se puede dilucidar que la inhibicién de estas
subfamilias podria deberse en parte a la accién de dichos compuestos, como los
triterpenos ya que en un estudio previo in vivo de (Jeong, 1998) ha sido informado
que a-hederina, el mayor componente presente en algunas plantas usadas en la
medicina tradicional oriental, tiene efectos en la actividad microsomal de ratas;
mostrando una disminucion significativa de ésta en las isoformas CYP1A y CYP1A2
a una dosis de 8-80 mg/kg de peso del animal, ademas de una diminucién de la
actividad enzimatica de CYP2B1 y CYP2B2 pero en un grado menor que en las
isoformas antes mencionadas. Otro estudio realizado por (Kim et al. 2004)
presenta el efecto inhibidor sobre CYP’s de microsomas de higado humano
utilizando acido oleandlico y 4acido ursoélico, dos triterpenos comunmente
presentes en plantas. El acido oleandlico inhibié a CYP3A4 Cls078.9 uM y a CYP1A2
Clso 143.5 uM en los dos casos en tipo de inhibicién que se present6 fue
competitiva. El acido ursélico también mostré un tipo de inhibicién competitiva
sobre CYP2C19 ClIs0 199.7 pM.

Son pocos los estudios que revelen algin tipo de efecto inhibidor con taninos sobre
la actividad de los citocromos p450, sin embargo en un estudio de (Yao et al, 2008)
el acido tanico mostro mayor inhibicidn sobre las isoformas CYP1A1ly CYP1A2 en
microsomas de higados de rata y humano que en otros CYP’s también evaluados
como el CYP2C, CYP2E1 y CYP3A.

Si bien los compuestos de los estudios antes mencionados no son los mismos que
en la corteza del cuachalalate o bien no ha sido documentada su presencia en el
extracto acuoso de la corteza de esta planta, el efecto inhibitorio sobre la isoforma
CYP1A1 al igual que en el presente estudio es mas potente que en otras isoformas
probadas; esto nos puede dar una aproximacion de que estos
compuestos podrian estar involucrados en la inhibicién observada en este estudio.

Por otra parte los resultados de la inhibicién de las isoformas de la subfamilia
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CYP2B no estan muy claros, ya que en los estudios previos no se ha informado una
inhibicion de la misma magnitud con taninos y triterpenos ,lo cual podria sugerir
que en la inhibicion sobre CYP2B1 y CYP2B2 con el extracto acuoso podrian estar
involucrados otros compuestos aun no descritos en la composicion quimica o bien
que la mezcla de los compuestos presentes en este extracto tenga un efecto
sinérgico sobre estas isoformas.

Ademas de haber utilizado el extracto acuoso, también se recurrié a trabajar con
un extracto hexanico con la finalidad de observar el efecto sobre la actividad
enzimdatica con un extracto con diferente polaridad. Ademadas de que existen
estudios cientificos con el extracto héxanico que validan el uso de la corteza de
cuachalalate en los principales padecimientos en la que es empleada (en
problemas gastricos e inflamacion). Por ejemplo este extracto ha mostrado tener
una actividad anti Helicobacter pylori (Castillo- Juarez et al, 2007), una bacteria
que se sabe que causa problemas gastricos. También el extracto hexanico ha
mostrado un efecto antiinflamatorio (Oviedo-Chavez et al., 2004).

Conociendo la importancia que representa este extracto en el uso de la corteza de
cuachalalate en la medicina tradicional debido a que previos estudios confirman
los efectos esperados por los consumidores; el objetivo de este estudio fue conocer
si existe un tipo de interaccién con los citocromos p450. Los resultados sobre la
actividad enzimatica mostraron un efecto inhibitorio en CYP2B1, CYP2B2 y en la
isoforma CYP1A1 pero en menor grado. El potencial de inhibicion de la actividad
enzimatica microsomal con el extracto hexanico de mayor a menor es CYP2B1
(CIso: 0.057 mg/mL) >CYP2B1 (Cls50:0.100 mg/mL)> CYP1A1l (Clso: 0.268
mg/mL) y en el caso de CYP1A2 no se observ¢ inhibicion (Fig. 1).

Los estudios antes mencionados expusieron que la actividad antimicrobiana
contra Helicobacter y la actividad antiinflamatoria, esta relacionada a los
compuestos presentes en el extracto hexanico, fenoles de cadena larga en donde
se encuentran los acidos fendlicos y aldehidos.

Por lo tanto en este estudio se evalu6 una mezcla de acidos anacardicos, los
principales compuestos dentro de los acidos fendlicos, y dos acidos anacardicos

puros: el acido 6-[16'Z-nonadecenil]-salicilico y el dcido 6-pentadecil salicilico
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sobre la actividad enzimatica microsomal de la isoforma que resulto ser la mas
sensible al extracto hexanico: CYP2B1. Para saber si estos compuestos eran los
responsables en la inhibicion observada en presencia del extracto hexanico,

En el caso de la mezcla de acidos anacardicos, el comportamiento de inhibicién fue
parecido al del extracto hexanico (Fig. 2) sin embargo el extracto hexanico resulto
ser casi seis veces mas potente que la mezcla sobre la inhibicién de la actividad de
CYP2B1 (CIso de mezcla de acidos anacardicos: 0.327 mg/mL vs Clso de extracto
hexanico: 0.057 mg/mL). Por otro lado, la inhibicién de los dos compuestos puros
result6 ser significativa solo a concentraciones altas (Fig. 3). Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos tanto, con la mezcla de acidos como con los dos
compuestos puros, se puede descartar la idea de que los acidos anacardicos sean
los Unicos implicados en el efecto inhibitorio observado con el extracto hexanico.
Si bien la mezcla de acidos anacardicos mostr6 mayor inhibicion que los
compuestos puros, el extracto hexanico mostr6 mayor capacidad de inhibir las
isoformas probadas. Pero es importante destacar que tanto el extracto como la
mezcla de acidos anacardicos presentaron un comportamiento parecido y esto
podria deberse en parte a la acciéon de los compuestos presentes en la mezcla. Sin
embargo, es probable que la inhibicién mostrada con el extracto hexanico se deba
a la accién de otros compuestos presentes como los aldehidos fendlicos u otros
compuestos atin no descritos.

A pesar de que en la literatura no existen estudios que demuestren el efecto de los
acidos anacardicos sobre los citocromos p450, un estudio in vitro demostr6é que
acidos fenolicos como el acido clorogénico, el acido protocatecuico y silibina
inhiben la actividad enzimatica de CYP2B1 (Baer et al. 1998), por otro lado, un
estudio in vivo con el acido protocatecuico no se observo inhibicion en CYP2B1 y
en otras isoformas probadas (Krajka et al.,, 2005).

Por lo que otra de las posibles explicaciones de la inhibicion del extracto hexanico
podria deberse no solo a determinados tipos compuestos, sino mas bien a un
efecto sinérgico de la totalidad de los compuestos presentes en el extracto

hexanico, al igual que en la inhibicién que se observé con el extracto acuoso.
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Existen estudios con la corteza del arbol Amphipterygium adstringesns que han
reportado que las mezclas de compuestos tienen mayor efecto que los compuestos
purificados. Por ejemplo el estudio de (Castillo-Juarez et al. 2007), el cual
evaluaron la capacidad anti-Helicobacter pylori, una mezcla de acidos anacardicos
mostré una mayor actividad dosis dependiente contra la bacteria que tres
compuestos puros. En otro estudio de (Oviedo et al. 2004), se document6 que dos
extractos de la corteza de cuachalalate, acuoso y hexanico, mostraron mayor
actividad antiinflamatoria en edemas de ratas que dos compuestos puros.

Algo importante de mencionar es el efecto antiinflamatorio y anticancerigeno de
la corteza de cuachalalate que han sido atribuidos por la poblacién mexicana
generacion tras generaciéon y también por previos estudios podrian estar
relacionados en parte a la acciéon de los compuestos presentes en la corteza, los
cuales interfieren con la actividad de la actividad enzimatica de los citocromos
p450. Se ha reportado por ejemplo en el estudio de Kim, et al. 2004, que la
inhibicion de CYP1A2 por el acido oleandlico esta relacionada con efectos
antinflamatorios y anticancerigenos que anteriores estudios habia presentado este

compuesto.

Con la finalidad de observar si el fenémeno mostrado en el ensayo in vitro de la
actividad enzimdatica microsomal, era similar en un organismo completo, se
decidi6 realizar un ensayo de mutagenicidad solo en las isoformas que
presentaron mayor inhibicion (CYP1A1l y CYP2B1) con la mezcla de acidos
anacardicos y con el extracto hexanico,

En el ensayo de Ames o de mutagenicidad se utilizan cepas de Salmonella
thypimurium como modelo estudio, ya que tienen la capacidad de detectar una
gran variedad de compuestos. Las cepas con las cuales se trabajaron fueron
TA1535 la cual tiene la mutacién his G46, por una sustitucion de bases en el
operon histidina, una mutacién uvrB por lo cual tiene deficiencias en el mecanismo
de reparacion y también porta la mutacidén rfa la cual hace que sea mas permeable
a las macromoléculas (Maron & Ames, 1983). El mutageno utilizado en la cepa

TA1535 fue la ciclofosfamida la cual es principalmente metabolizada por CYP2B.
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La otra cepa utilizada fue TA98 la cual es mutante de his D3052, resultado de la
delecion de un par de bases en el operdn de la histidina, ademas también presenta
las mutaciones uvrB y rfa y la presencia del plasmido PKM 101 teniendo mayor
susceptibilidad para la reparacion del DNA (Maron & Ames, 1983). Como agente
mutagénico para esta cepa fue 3-metilcolantreno (3-MC) el cual es principalmente
metabolizado por la subfamilia CYP1A.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta prueba, las cepas a las se les afiadié
una mezcla S9 y la mezcla de acidos anacardicos o extracto hexanico, presentaron
un comportamiento de antimutagénesis dosis dependiente.

El ensayo con la cepa TA1535 y el extracto hexanico, el cual resulté tener mayor
inhibicion sobre CYP2B1, se puede observar un efecto antimutagénico mas
evidente a concentraciones mas bajas en comparaciéon con la mezcla de acidos
anacardicos, utilizando la misma cepa y el agente mutagénico. (Fig. 5 y 6). Estos
resultados respaldan a los ensayos de actividad enzimatica, ya que es muy
probable que el efecto antimutagénico esté relacionado con la inhibicién de los
citocromos p450 involucrados en el metabolismo de ciclofosfamida, debido a la
accion del extracto hexanico o a la mezcla de acidos anacardicos.

En el caso del ensayo en donde se utiliz6 la cepa TA98 y el extracto hexanico, solo
se observo una proteccidn contra 3-MC a concentraciones altas (Fig. 7); lo cual
coincide con las pruebas in vitro de la actividad enzimatica en donde se observa
menor inhibicién de CYP1A en comparacion con los miembros de la subfamilia
CYP2B.

Los datos en conjunto de la prueba de actividad enzimatica y del ensayo de Ames
mostraron que el extracto hexanico tiene un efecto inhibitorio mas potente sobre
la isoforma CYP2B1, esto podria deberse a un efecto sinérgico de los compuestos
presentes en el extracto hexanico.

A pesar de que la forma mas habitual de consumo del cuachalalate es en decoccion
o infusién, los compuestos que se han reportado en el extracto hexdnico también
podrian estar presentes en el acuoso, ya que en previos estudios se ha observado

que algunos compuestos presentes en el extracto hexanico tienen efectos anti-
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Helicobacter y gatroprotectores, padecimientos para los cuales se utiliza
principalmente la corteza de Amphiterygium adstringens.

Por lo tanto el consumo de la corteza del cuachalalate podria tener implicaciones
negativas, ya que la isoforma CYP2B1 juega un papel importante en el
metabolismo de farmacos y pesticidas.

A pesar de que la inhibicion de CYP1A1 por el extracto acuoso sea significativa a
concentraciones altas, esto no significa que no pueda existir riego ya que en
muchas ocasiones las personas tienden a tomar una gran cantidad de producto,
como excusa de obtener mejores resultados. Ademas que en la actualidad existen
en el mercado comprimidos de la corteza de cuachalalate los cuales podrian tener

la concentracién necesaria para inhibir a los citocromos p450.
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9. CONCLUSI()N

a importancia del presente estudio residi6 en conocer el efecto de la
interaccion de enzimas de fase I de importancia en el metabolismo,
citocromos p450, con extractos provenientes de la corteza de cuachalalate
la cual es una planta de importancia en la medicina tradicional mexicana.
Este estudio demostré que los dos extractos probados de diferente polaridad
tuvieron un efecto inhibidor en las isoformas evaluadas, a excepcion de CYP1AZ en
interaccidn con el extracto hexanico.
Las isoformas CYP2B1 y CYP2B2 tuvieron una fuerte inhibicién a concentraciones
bajas en presencia del extracto hexanico. A pesar de probar dos compuestos puros
y una mezcla de acidos anacardicos presentes en el extracto hexanico para buscar
a un responsable de la inhibicién observada, el extracto presenté mayor
inhibicion, seguramente debido a un efecto sinérgico de la totalidad de
compuestos presentes.
El extracto acuoso, la forma mas habitual de consumo de la poblacién mexicana,
inhibi6 a todas las isoformas evaluadas; sin embargo so6lo se observo una

inhibicion significativa a concentraciones altas.

10. P ERSPECTIVAS

Para conocer el tipo de inhibicién observada en este trabajo y poder realizar
estudios de cinética enzimatica, seria necesario hacer una caracterizacién quimica
de los dos extractos utilizados, con el objetivo de conocer la totalidad de
compuestos presentes en cada uno.

Si bien los estudios in vitro realizados en el presente estudio nos dieron a conocer
el efecto de los extractos de cuachalalate sobre la actividad enzimatica de los

citocromos p450, seria muy enriquecedor realizar un estudio in vitro con los dos
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extractos, con el objetivo de conocer el efecto en un organismo completo y poder
tener una mejor aproximacion de lo que sucede en los consumidores de la corteza

de Amphipterygium adstringens.
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12.APENDICE

En la figura 12 se puede observar que las distintas concentraciones del extracto
hexanico utilizadas en los ensayos de actividad enzimatica microsomal, no afectan con
la fluorescencia de la resorufina lo cual acredita que los resultados de inhibicién no se

deben a la inferencia con la resorufina.
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Fig. 12 Efecto del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens a concentraciones
de 0.008, 0.01, 0.03, 0.078, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/mL por triplicado sobre la
fluorescencia de la resorufina.
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En la figura 13 se puede observar que las distintas concentraciones del extracto
acuoso utilizadas en los ensayos de actividad enzimatica microsomal, no afectan con la
fluorescencia de la resorufina lo cual acredita que los resultados de inhibicién no se

deben a la inferencia con la resorufina.
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Fig. 13 Efecto del extracto acuoso de Amphipterygium adstringens a concentraciones de
0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/mL por triplicado sobre la fluorescencia de la
resorufina.
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En la figura 14 se puede observar que la mayor concentraciéon (0.5 mg/mL) de la
mezcla de acidos anacardicos utilizada en los ensayos de actividad enzimatica
microsomal, no afecta con la fluorescencia de la resorufina lo cual acredita que los
resultados de inhibicién no se deben a la inferencia con la resorufina. En este caso el
experimento solo se realizé por duplicado debido a que no se contaba con la cantidad

suficiente de mezcla de 4cidos anacardicos.
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Fig.14 Efecto de la mezcla de acidos anacardicos presente en el extracto hexanico
de Amphipterygium adstringens a la concentracion de 0.5 mg/mL por duplicado
sobre la fluorescencia de la resorufina.
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En la figura 15 se puede observar que la mayor concentracion (1425 pM) del acido 6-
pentadecil salicilico utilizada en los ensayos de actividad enzimatica microsomal, no
afecta con la fluorescencia de la resorufina lo cual acredita que los resultados de
inhibicién no se deben a la inferencia con la resorufina. En este caso el experimento
solo se realiz6 por duplicado debido a que no se contaba con la cantidad suficiente de

este compuesto puro.
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Fig. 15 Efecto del acido 6-petadecil salicilico presente en el extracto hexanico de
Amphipterygium adstringens a la concentracion de 1425 pM por duplicado sobre la
fluorescencia de la resorufina.
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En la figura 16 se puede observar que la mayor concentracion (1225 pM) del acido 6-
[16'Z-nonadecenil]-salicilico utilizada en los ensayos de actividad enzimatica
microsomal, no afecta con la fluorescencia de la resorufina lo cual acredita que los
resultados de inhibicién no se deben a la inferencia con la resorufina. En este caso el
experimento solo se realizé por duplicado debido a que no se contaba con la cantidad

suficiente de este compuesto puro.
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Fig. 16 Efecto del acido 6-[16’Z-nonadecenil]-salicilico presente en el extracto hexanico de
Amphipterygium adstringens a la concentraciéon de 1225 pM por duplicado sobre la
fluorescencia de la resorufina.
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