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i. ABREVIATURAS

AD - Acido domoico

ADP - Adenosin difosfato

AK - Acido kainico

DNA por sus siglas en inglés — Acido desoxirribonucleico
ER - Especies reactivas

ERO - Especies reactivas de oxigeno
ERN - Especies reactivas de nitrdgeno
MDA - Malondialdehido

NADH - Nicotinamida adenina dinucleétido
RM - Resonancia magnética

RSE - Resonancia del spin electronico
SNC - Sistema nervioso central

LDL por sus siglas en inglés - Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
PUFA'’s por sus siglas en inglés - Acidos grasos poliinsaturados

4-HNE - 4-hidroxinonenal



i. RESUMEN

El uso de plantas medicinales es una practica utilizada desde las primeras civilizaciones. En México
debido a su riqueza bioldgica y diversidad cultural, el uso de plantas con propdsito medicinal es una
actividad que estd muy arraigada, a la cual se asocian efectos antiinflamatorios, digestivos,
antinecroticos, neuroprotectores, entre otros, por sus propiedades quimicas. Una de estas especies
medicinales es Heterotheca inuloides en la cual se ha observado que el extracto acetonico produce

efectos protectores al dafio inducido por estrés oxidante.

En este trabajo se determino el efecto del extracto acetdnico obtenido a partir de las inflorescencias
de Heterotheca inuloides Cass, sobre la lipoperoxidacion en diferentes tejidos de rata en un modelo
prooxidante inducido por la administracién intraperitoneal de acido kainico. Para ello se utilizaron ratas
macho (Wistar, 180-220 g) se formaron 6 grupos experimentales, se evalud la lipoperoxidacion
mediante la generacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en cerebro (corteza,
hemisferio, cerebelo y médula), higado y rifidn, en presencia y ausencia del extracto acetonico [E.Ac;
100 mg/Kg; v.0.], y con la administracion de acido kainico (AK) [10 mg/Kg; i.p.]. Los resultados fueron
analizados mediante una ANOVA seguida por una prueba de Dunnett (p < 0.05). La administracién
del extracto acetdnico previo al AK mostr6 un decremento significativo en los niveles de
malondialdehido (MDA) en higado (43.86%), rifion (50.44%), hemisferio (62.72%), corteza (78.33%),
cerebelo (80.74%) y médula (61.64%). A partir de estos resultados se propone que el extracto
acetdnico puede ejercer efectos como antioxidante y neuroprotector. Lo anterior podria ser debido a
diferentes mecanismos tales como, la relacion estructura-funcion de los metabolitos al ser capaces de
donar electrones, quelar metales y atrapar especies reactivas e inhibir la produccion de 6xido nitrico,
modular la entrada del ion cloruro al actuar sus diferentes flavonoides sobre el receptor GABAa. Por
lo que se propone que el extracto acetonico de H. inuloides puede ser una alternativa para el

tratamiento de distintas enfermedades asociadas al estrés oxidante.



1. INTRODUCCION

El uso de plantas con propdsitos medicinales es una practica ampliamente distribuida a nivel mundial,
debido a sus diversos efectos como anti-inflamatorio, antioxidante, digestivas, antinecrético,
neuroprotector, hepatoprotector, entre otros. Esta actividad biolégica al tratamiento de distintas
enfermedades es debido a los fitoquimicos presentes en las plantas, los cuéles son investigados y
obtenidos en una primera aproximacion por medio de extractos realizados en medios acuosos o de

compuestos organicos como metanol, acetato, hexano, entre otros.

Heterotheca inuloides es una planta con uso en la medicina tradicional y en la cual se ha observado
que el extracto acetonico puede ejercer efectos como hepatoprotector, antioxidante, antiinflamatorio e

inhibidor de la produccién de 6xido nitrico.

Por otro lado, el estrés oxidante es un proceso en el cual ocurre un desbalance entre las especies
reactivas y el sistema antioxidante. Este desbalance se ha asociado a diversas enfermedades del
sistema nervioso central (SNC) y sistémicas como en problemas cardiovasculares, insuficiencia renal,
cancer, entre otros. Particularmente, el estrés oxidante puede ocasionar dafos a biomoléculas como
proteinas, acidos nucleicos y lipidos. El presente trabajo se enfoca en estudiar el efecto antioxidante
del extracto acetonico de H. inuloides sobre el dafio a lipidos en higado, rifién y cerebro de rata
ocasionado por un estado de estrés oxidante inducido por medio del acido kainico, el cual es una
neurotoxina pro-oxidante, ya que actua como agonista glutamatérgico y presenta afinidad por los

receptores AMPA-Kainato.
2. ANTECEDENTES
21. GENERALIDADES DE Heterotheca inuloides Cass
2.1.1. Caracteristicas generales

La flora de México es una de las mas diversas del planeta. Para ello se han realizado
estimaciones de la riqueza floristica del pais desde Francisco Hernandez de 1571 a 1576,
hasta los trabajos de Rzedowski en 1998 y la evaluacion mas reciente de Villasefior en 2004
en la cual estiman mas de 22,000 especies de 2663 géneros y de estos 218 son considerados
endémicos (Villasefior, 2004; IBUNAM, 2010).



La alta riqueza de especies vegetales en diversos ambientes, asi como una alta diversidad
cultural ha permitido que el uso de plantas medicinales sea una practica ampliamente
distribuida en el territorio con cerca de 3000 usos en medicina tradicional documentadas por

el Instituto Nacional Indigenista (Almaguer, 2001).

La eficacia para aliviar algunos malestares es debido a que las plantas contienen diversos
fitoquimicos de los que se conocen més de 30,000 y son obtenidos de frutos, hojas, semillas,
flores, entre otros. Por lo que es necesario caracterizar el efecto de algunos de estos
fitoquimicos para poder conocer su potencial aplicacion en beneficio de la salud (Liu, 2003;
Lanham-New et al., 2011; Micael, 2014).

Existen més de 20 especies dentro del género Heterotheca, entre ellas H.inuloides es una
planta herbacea perenne, su tamafio es variado, de 50 cm a 1.5 m de alto. Su tallo es erecto,
generalmente no ramificado por debajo de la inflorescencia, con pubescencia piloso-hispida y
con tricomas glandulares (Fig.1); sus hojas inferiores se encuentran sobre peciolos de 2 a 8
cm de largo, ensanchadas en la base, las hojas de la parte media y superior son sésiles
reduciéndose paulatinamente de tamafio, oblongas u oblanceoladas; la inflorescencia se
encuentra bien desarrollada en conjuntos corimbiformes; la cabezuela se encuentra sobre
pedunculos de hasta 8 cm de largo y de 2,5 a 4 cm en diametro, el involucro es campanulado
a hemisférico con bracteas, las flores liguladas son laminas oblongas de 8 a 15mm Yy las flores
del disco tienen corolas de 4 a 7 mm (Villasefior y Espinosa, 1998; CONABIO, 2009; De
Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Fig. 1 Heterotheca inuloides Cass.



Se encuentra distribuida en bosque de pino-encino, pastizales, bosque tropical caducifolio. Y
se ha registrado principalmente en Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi, Tlaxcala, Veracruz (Villasefior y Espinosa, 1998).

Los nombres comunes para H. inuloides varian de acuerdo a la region del pais, el mas
frecuente es “arnica”, también se le conoce como: arnica mexicana, acahua, acahuallia,

arnika, cuateteco y tlalyetl (Martinez, 1979).

El uso de H. inuloides esta ampliamente difundido en la medicina tradicional por sus
propiedades medicinales, disponibilidad y a su accesibilidad econdmica. La planta completa
es usada y consumida en decocciones para aliviar el dolor muscular, reumatismo, malestar
estomacal, rifiones y Ulceras. Ademas, es utilizada como ungiento mezclado con mantequilla
o0 cataplasma para curar heridas, moretones, espinillas, erupciones, inflamaciones y llagas
(Argueta et al., 1994; Cruz, 2007; Gonzalez-Stuart, 2010). Las partes aéreas de la planta
(flores, pétalos o estambres) son usadas en decoccion para lavar heridas, asi como aplicada

en los moretones (Almaguer, 2001).
2.1.2. Fitoquimica

H. inuloides esta constituida de poliacetilenos, cadinanos, triterpenos, esteroles,
sesquiterpenos y flavonoides con diferentes propiedades (Coballase-Urrutia et al., 2011;
Rodriguez-Chavez et al., 2015a). Se han identificado los siguientes compuestos secundarios:
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno,  7-hidroxicadaleno,  3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno-4-uno,
1R,4R-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrocadaleno-15-acido-oico, quercetina, quercetin-3,7,3'-trimetil
éter, quercetin-3,7,3',4'-tetrametil éter y eriodictyol-7,4'-dimetil éter, cadaleno-15-acido-oico,
estigmasterol, B-sitosterol, caryolan-1,98-diol, kaempferol, d-chiro-inositol, espinasterol, entre

otros (Coballase-Urrutia et al., 2011; Rodriguez-Chavez et al., 2015p).



2.1.3. Efectos bioldgicos

Con el fin de conocer mas acerca de la actividad bioldgica de H. inuloides, se han realizado

diversas investigaciones y de las cuales se resumen en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Actividad biologica de H. inuloides

Parte de la planta

Inflorescencia

Actividad bioldgica

Referencia

Actividad citotoxica en contra de diferentes lineas

celulares de tumores sdlidos

Kubo et al. 1996

Inhibicién de lipoperoxidacion microsomal y mitocondrial
inducida por Fe (Ill)- Adenosin difosfato (ADP)/
Nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) y proteccién

en contra de hemodialisis oxidante

Haraguchi et al., 1996

Anti inflamatorio y analgésico en edema inducido por

carragenina

Gené et al., 1998

Anti inflamatorio en edema inducido por aceite de croton

Segura et al., 2000

Se observo un efecto anti inflamatorio de los extractos
obtenidos evaluados por medio de la determinacion de la
inhibicion de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)

Delgado et al., 2001

Inflorescencia

(Extracto aceténico y metandlico)

Capacidad antioxidante

Coballase-Urrutia et al.,
2010

Inflorescencia

(Extracto acetdnico y metandlico)

Hepatoproteccion en contra de dafio oxidante inducido

por tetracloruro de carbono (CCls)

Coballase-Urrutia et al.,
2011

Inflorescencia

(Extracto acetdnico)

Antiinflamatorio, atrapador de ERO e incremento del

tiempo de vida de Caenorhabditis elegans

Rodriguez-Chavez et al.,
2015¢

Inflorescencia

(Extracto acetonico)

Proteccion contra estrés oxidante inducido por cobre y
juglona en Caenorhabditis elegans e inhibicion de la

produccion de dxido nitrico

Rodriguez-Chavez et al.,
2016d
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2.2. ESPECIES REACTIVAS Y ESTRES OXIDANTE

La materia esta constituida por combinaciones de elementos, en los cuales, sus particulas
conformacionales son los atomos, donde existe una intima relacion entre los electrones y la
energia (Curtis et al., 2008). En este contexto, las moléculas constituyentes de sustancias que
se encuentran en cada ser vivo son un conjunto de atomos unidos entre si por enlaces
quimicos. Estos enlaces, en su mayoria, estan formados por pares de electrones (e-) (Halliwell
y Gutteridge, 2007; Konigsberg, 2008).

Durante el metabolismo ocurren transformaciones quimicas que rompen alguno de los enlaces
de una molécula y cada uno de los componentes enlazados toma uno de los dos electrones
que al principio constituia el enlace, esto, da lugar a la formacién momentanea de especies
que se transforman rapidamente y producen moléculas diferentes a las de inicio (Konigsberg,
2008). Por lo que un radical libre se define como un atomo o grupo de atomos que contienen
un electron desapareado dentro de su estructura. Estas especies siendo altamente reactivas,
tienen en su mayoria un tiempo de vida media menor de 1 pseg y se combinan con otras

moléculas para generar otras mas estables (Konigsberg, 2008).

Para que exista la formacion de radicales libres es necesario suministrar la suficiente energia
para disociar el enlace. Dicha energia puede ser fotoquimica, radioquimica, térmica y por una

reaccion de oxido-reduccion (Konigsberg, 2008).

Por otro lado, el O, se ha considerado esencial para la vida dado que es necesario en la
respiracion de los organismos aerobios, pero esto no es siempre asi, ya que puede llegar a
ser toxico a cualquier concentracion dependiendo de los requerimientos y capacidades
antioxidantes de cada especie. La toxicidad del O radica en la formaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ERO), dado que estas son mas reactivas que su estado basal de energia
(Konigsberg 2008).

En los seres vivos existen una gran cantidad de especies reactivas (radicales y no-radicales)
distintas a las de oxigeno, como los 6xidos de nitrdgeno (NO*, NO'), conocidos como

especies reactivas de nitrégeno (ERN) (Cuadro 2) (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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Cuadro 2: Principales especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno consideradas radicales y no-

radicales.

Radicales libres

No- radicales

Especies reactivas de oxigeno
Superoxido, Oz

Hidroxilo, OH*

Hidroperoxilo, HO2*

Carbonato, COs~

Peroxilo, ROz

Alcoxilo, RO*

Didxido de carbono, CO2-

Singulete, 02 '3 g*

Especies reactivas de oxigeno
Peréxido de hidrégeno, H20:

Acido hipobromoso, HOBr

Acido hipocloroso, HOCI

Ozono, O3

Oxigeno singulete O2' AG

Peroxidos organicos, ROOH

Especies reactivas de nitrégeno
Oxido nitrico, NO*
Didxido nitrico, NO2*

Nitrato, NO3*

Especies reactivas de nitrégeno
Acido nitroso, HNO
Cation nitrosilo, NO*

Peroxinitrito, ONOO-

Cuadro modificado de Halliwell y Gutteridge, 2007.

En los sistemas biologicos, especialmente aerobios con una regulacién metabdlica normal, se

generan especies reactivas (ER), esta accién fisiologia es ocasionada por diversos factores

enddgenos, como NADPH oxidasas (NOX) de neutrdfilos y macréfagos como respuesta a

procesos inflamatorios en una amplia cantidad de vias de sefializacion, en la induccién de

respuesta mitogénica, en la cadena respiratoria mitocondrial, el citocromo Paso, 0 por factores

exogenos como la administracion de farmacos, exposicion prolongada a radiacién ultravioleta

(UV), contaminantes ambientales, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 2007). Sin embargo, la

generacion de especies puede ser resultado de un metabolismo alterado, generando un

12



aumento excesivo de ERO y ERN, ocasionando dafio celular a nivel de lipidos, proteinas y

acidos nucleicos e incluso ser mediadores de apoptosis y muerte celular (Cuadro 3) (Morales,

2013). Es por esto que las ER tienen un caracter dual en los sistemas bioldgicos, pueden ser

benéficos y/o perjudiciales (Halliwell y Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007).

Cuadro 3: Alteraciones fisiolégicas generadas por la presencia de ERO y ERN.

Factores exégenos

Factores endégenos

Factores fisicos
medioambientales:
radioactividad, radiacion
ultravioleta, contaminacién

Metabolismo de drogas y
xenobioéticos carcinogénicos
(antibiéticos, hormonas, alcohol,
entre otros): incremento de
la actividad del cyt-P450

Desordenes metabdlicos:
incremento en la actividad de
oxidasas (xantina oxidasa,
urato oxidasa, oxidasa aldehido)
y enfermedades mitocondriales

Inhibicién de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT,
GSH-Px, Prx)

i |

Decremento de sintesis o
consumo en la dieta de
bioreductores (GSH, NADPH,
acidoascorbico, tocoferol)

EROy ERN

(Radical hidroxilo, radical

superoxido, peroxido de

hidrégeno, éxido nitrico,
y peroxinitrito

|

 §

Inhibicién de enzimas
involucradas en la sintesis de
GSH, reduccion de GSH y NADP

Cuadro modificado de Morales, 2013.

Compuestos oxidados

(carbonilos de proteinas,
proteinas con metionina sulféxido,
lipoperoxidos, 8 oxoguanosina)

Desarrollo de enfermedades
crénico degenerativas (obesidad,
enfermedades cardiovasculares,
diabetes, cancer y enfermedades
neurodegenerativas

Las especies reactivas se encuentran en un balance dinamico con sistemas de defensa

antioxidante en los seres vivos, cuando este balance se ve inclinado continuamente hacia las

ER por el exceso de especies en relacion a los antioxidantes disponibles en el medio se

conoce como estrés oxidante (Halliwell y Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007).

13




2.2.1. Sistemas antioxidantes

Debido a los diversos factores que pueden generar especies reactivas, tanto endégenos como
exogenos, los organismos han evolucionado desarrollando un sistema antioxidante que les
permita reducir o contrarrestar la actividad de estos pro-oxidantes (Halliwell y Gutteridge,
2007).

El uso de la palabra antioxidante es utilizado en distintas &reas de la ciencia con diversos
significados, pero particularmente en biologia es empleado para referirse a cualquier sustancia
sintética o natural que retrasa, previene o remueve el dafio oxidante de una molécula blanco
(Halliwell y Gutteridge, 2007).

Los niveles, composicion y respuesta de la defensa antioxidante difieren de tejido a tejido y

de un tipo celular a otro. Algunos de estos sistemas pueden comprender:

a) Agentes que remueven las ER

b) Agentes que disminuyen la formacion de ER

c) Proteinas que protegen biomoléculas en contra del dafio oxidante

d) Elremplazo de moléculas sensibles al dafio oxidante por moléculas resistentes al mismo

e) “Agentes sacrificios” que son preferencialmente oxidados por ER para preservar

biomoléculas mas importantes (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Dentro de los agentes que remueven las ER se encuentran los antioxidantes endégenos como
superoxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), catalasa
(CAT), entre otras. Ademas, existen antioxidantes exdgenos, los cuales se pueden obtener a
través de la dieta o por medio de suplementos con capacidad antioxidante. Algunos de los
mejores conocidos son: la vitamina C, abundante en citricos y verduras; la vitamina E, la cual
es liposoluble y puede ser encontrada en frutos secos, aceites vegetales no refinados como
maiz, semilla de algodon, entre otros (Valko et al., 2007).

En los ultimos afos, el estudio de antioxidantes naturales derivados de plantas se ha

incrementado, teniendo una amplia variedad de hierbas y otros alimentos como el té verde,
14



ginkgo biloba, vino rojo, ajo, cebolla, aloe vera; dado que estas presentan actividad que es
comparable con algunos de los antioxidantes sintéticos mas usados (Valko et al., 2007;
Herrera et al., 2009).

2.2.2. Marcadores bioquimicos de estrés oxidante

En afios recientes, el estudio de biomarcadores para evaluar la accion del estrés oxidante in
vivo ha incrementado tanto en el estudio y comprensidn de condiciones patoldgicas como en
la evaluacion de la eficacia de un farmaco (Yoshikawa y Naito, 2002; Czerska et al., 2015).
Los ensayos para su evaluacion implican el uso de sangre, orina y otros fluidos biol6gicos v,
recientemente existe un método similar a la imagen de resonancia magnética (RM) y
tomografia computarizada (CT), la resonancia del spin electronico (RSE) con la cual se puede
obtener informacion estructural, cinética, formacion y decaimiento de radicales (Yoshikawa y
Naito, 2002; Kopani et al., 2006).

Como ya se mencion0, a pesar de la existencia de un sistema antioxidante endégeno vy
agentes exogenos para regular los niveles de ER en el cuerpo, en ocasiones este no es
suficiente, generando un dafio oxidante, para el cual los productos generados de estas
reacciones son usados como marcadores (Yoshikawa y Naito, 2002). El empleo del adecuado
marcador depende de la informacion que se quiera obtener en el objetivo de un estudio, ya
sea clinico o de investigacion. En el caso de dafio a proteinas existen ensayos de
cuantificacion de productos de la oxidacién de proteinas y aminoacidos como la proteina
carbonil, hidroxileucina, hidrovalina y nitrotirosina. Para dafio a DNA se pueden emplear
marcadores como 8-hidroxiguanosiina y timinaglicol. En el estudio de dafio producido hacia
lipidos se incluye la cuantificacion de peroxidos lipidicos, malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (4-HNE) (Yoshikawa y Naito, 2002). En el Cuadro 4 (Czerska et al., 2015) se

pueden observar algunos de los marcadores de estrés oxidante utilizados en la investigacion.
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Cuadro 4: Marcadores de estrés oxidante.

Proceso

Marcadores de estrés oxidante

Lipoperoxidacion

Malondialdehido

F2-isoprostanos

Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(LDL por sus siglas en inglés)

Anticuerpos LDL oxidados

Productos avanzados de lipoperoxidacion
Acroleina

4-hidroxinonenal

Sustancias reactivas de &cido tiobarbiturico

(TBARS por sus siglas en inglés)

Oxidacion de proteinas

Productos avanzados de la oxidacion de
proteinas
Productos finales de la glicacion avanzada

3-nitrotirosina

Oxidacion de carbohidratos

Formacion de grupos carbonilos

Oxidacion de acidos nucleicos

Aldehidos reactivos
Azucares reducidas (ascorbato, ribosa,
etc.)

8-oxi-2-deoxiguanosina

Cuadro modificado de Czerska et al., 2015
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2.2.3. Lipoperoxidacion

Los lipidos son un grupo muy diverso de compuestos quimicos y por lo tanto juegan un papel
importante en funciones bioldgicas, encontrando grasas y aceites como fuente principal de
almacenamiento de energia en varios organismos; fosfolipidos y esteroles como
estructuradores de membranas bioldgicas; y otros lipidos funcionando como cofactores
enzimaticos, transportadores de electrones, fotopigmentos, precursores hormonales,

mensajeros intracelulares, entre otros (Boyle, 2005).

Particularmente una gran variedad de estos lipidos son parte importante del sistema nervioso
central (SNC), principalmente acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s por sus siglas en inglés),

debido a que este organo tiene altas concentraciones (Adibhatla y Hatcher, 2007).

Por esta misma razon, éstos son vulnerables a la oxidacion. El proceso que involucra la
interaccidn de radicales libres o especies no radicales con estos acidos grasos dando como
resultado una alta cantidad de aldehidos electrofilicos reactivos se conoce como
lipoperoxidacion (Reed, 2011). El mecanismo de la lipoperoxidacion es una cadena de
reacciones, consistiendo de tres etapas, la iniciacion, propagacion y terminacion (Yin et al.,
2011).

En la iniciacion ocurre la formacién de un radical lipidico L*. Durante la propagacion, el oxigeno

molecular (O2) es incorporado al carbono central del radical L* para generar un radical peroxil

(LOO), el cual es el transportador principal de especies en la cadena de reacciones ya que
extrae el hidrégeno de otro lipido formando hidroperdxido lipidico y generando un nuevo
radical lipidico. La terminacion ocurre cuando dos radicales reaccionan y generan un no-
radical y oxigeno o cuando antioxidantes como la vitamina E dona un hidrogeno a las especies
LOOr, cuando esto ocurre da lugar a un radical de la vitamina E que reacciona con otro LOO
formando productos no-radicales (Fig. 2) (Ayala et al., 2014; Reed, 2011; Yin et al., 2011).
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Fig 2. Mecanismos de una cadena de reaccion mediada por radicales libres.

El hidroperoxido lipidico (LOOH) es importante en la lipoperoxidacion debido a que su
descomposicion lleva a la formacion de productos como la acroleina y su derivado,

malondialdehido, propanal, hexanal y 4-hidroxinonenal (Ayala et al., 2014; Reed, 2011).
2.2.4. Excitotoxicidad

En una neurotransmision basal existen sustancias quimicas llamadas neurotransmisores, que
son liberadas por una neurona presinéptica para ejercer una accion inhibidora o excitadora en
la célula postsinaptica. Uno de los neurotransmisores mas estudiados debido a que se
encuentra ampliamente distribuido por el SNC con una capacidad inhibidora es el acido
gamma aminobutirico (GABA) mediado por receptores ionotropicos (GABAa) y metabotropicos
(GABAg). Por otro lado, el neurotransmisor mas abundante en diversas partes del SNC de los
mamiferos con una actividad excitadora es el glutamato (GLU). Es uno de los mas estudiados
y para el cual se han identificado receptores especificos ionotrépicos como el N-metil-D-
aspartato (NMDA), el alfa-amino-2,3-dihidro-5-metil-3-0xo0-4-isoxazol propionico (AMPA) y
Kainato, asi como los receptores metabotropicos (mGIuR) (Cortés-Romero et al., 2011;
Fouillioux et al., 2004; Tortora y Derrickson, 2009).
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En condiciones de homeostasis el sistema neurona-glia, regula las concentraciones
extracelulares de GLU, sin embargo, estas se elevan en condiciones patoldgicas y llevan a la
neurotoxicidad. Durante este proceso ocurre la activacion descontrolada de los receptores
AMPA, NMDA vy kainato permitiendo una hiperexitabilidad neuronal ocasionada por el

intercambio i6nico a través de los canales que controlan. (Haeberlein, 2009).

Ademas, de los mecanismos antes mencionados existe evidencia experimental que sustenta
la participacion del estrés oxidante en la neurotoxicidad (McCord, 2000; Martinez, 2003; Mehta
et al., 2013). Cuando ocurre el aumento intracelular de Cay*estimula la conversién de xantina
deshidrogenasa (XDH) en xantina oxidasa (XO) junto con la activaciéon de NOS dependiente
de calmodulina. Esta entrada masiva de Ca*2a la mitocondria hace que se forme un poro de
transicion en la membrana mitocondrial interna, 1o que lleva a un colapso en el potencial
electroquimico y un significativo decremento de los niveles de adenosin trifosfato (ATP) y
especies reactivas. La reduccion del ATP resulta en la despolarizacion de la membrana y la
entrada de mas Ca2* por medio de canales idnicos creando un circulo continuo que culmina
en la pérdida de la funcién neuronal y muerte de la célula (Olanow, 1993; Martinez, 2003;
Mehta et al., 2013).

2.2.5. Participacion de los radicales libres en la fisiopatologia de enfermedades
del SNC

El SNC tiene como principales funciones las de detectar, integrar y transmitir informacion.
Durante todo este proceso se generan sefiales de respuesta para vias motoras y autonomas
regulando el movimiento, funciones viscerales y enddcrinas. Todo esto sucede por la
comunicacion entre células neuronales y adyacentes bajo una condicion normal pero
desafortunadamente existen anomalias que desencadenan mecanismos perjudiciales dando
como resultado desde patologias tratables hasta las severas que involucran una baja calidad
de vida y que puede culminar con la muerte. EI SNC al ser un sistema complejo y dinamico
conlleva a que su estudio demande la integraciéon de fundamentos bioldgicos, quimicos y
fisicos para la comprension de las causas y posibles tratamientos para enfermedades

neurodegenerativas (EN) (McPhee y Hammer, 2015).
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El cerebro al contener altas cantidades de acidos grasos poliinsaturados y un escaso sistema
antioxidante, lo convierte en un drgano susceptible de estrés oxidante (Yin et al., 2011). La
primera evidencia de la participacién del estrés oxidante en las enfermedades del SNC fue
descrita en 1975 por Kosiakov et al. Diferencias en los niveles de hemoglobina y el indice de
catalasa se han reportado en tumores cerebrales de humano y en individuos sanos (Kosiakov,
1975). Por lo que diversas investigaciones para comprender la fisiopatologia de enfermedades
del SNC asociadas al estrés oxidativo han sido reportadas (Cardenas-Rodriguez et al., 2013;

Ferreira et al., 2015; Figueroa-Méndez y Rivas-Arancibia, 2015).

En pacientes con Parkinson, las especies reactivas se han visto relacionadas con genes como
SNCA, parquin, DJ-1, PINK1 y LRRK2, con defectos en el complejo 1 de la cadena
mitocondrial transportadora de electrones y estrés oxidante en la sustancia nigra (Floyd y
Carney, 1992; Dexter et al., 1994). En los modelos experimentales, la formacion excesiva de
ERO conlleva al incremento de lipoperoxidacion, dafio oxidante de DNA, reduccién de GSH e
incremento en la actividad de SOD (Floyd y Carney, 1992; Dexter et al., 1994; Sanyal et al.,
2009; Bolner et al., 2011; Gencer et al., 2012; Maetzler et al., 2011)

En pacientes con Alzheimer se ha visto que un incremento de la produccién de AB y de
productos de la lipoperoxidacion inducen a la via c-Jun-N-terminal-cinasa (JNK), lo cual
conlleva a apoptosis neuronal, asi como la produccion de 4-HNE, MDA, y acroleina. Estas
ultimas son difusibles y altamente reactivas con otras biomoléculas lo que facilita que haya
neurotoxicidad (Tang et al., 2008; Esterbauer et al., 1991; Markesbery et al., 1998; Montine et
al., 1997).

Otra enfermedad en SNC que ha sido estudiada es la esclerosis lateral amiotréfica, en la cual,
varios mecanismos se ven involucrados, incluyendo la excitotoxicidad por GLU, agregados
aberrantes de proteinas conteniendo Cu-Zn-SOD mutado, agregaciéon de neurofilamentos,
dafio oxidante generado por disfuncion mitocondrial (Maragakis y Rothstein, 2001; Rothstein,
1995; Wood et al., 2003; Lariviere y Julien, 2004).
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2.3.

ACIDO KAINICO
2.3.1. Generalidades

Existen compuestos que son analogos al GLU lo cual los hace agonistas a sus receptores,
uno de ellos es el acido domoico (AD), una neurotoxina que es producida por diatomeas

pertenecientes al género Pseudo-nitzschia (Funk et al., 2014).

Otra sustancia ampliamente utilizada para la investigacion es el acido kainico (AK), el cual es
un compuesto que fue aislado del alga roja Digenea simplex, cominmente conocida como
‘Makuri” o “Kaijinso”. La formula molecular del AK es C1oH1sNOs y su masa molecular es
213.23 g/mol (Fig. 3) (Zheng et al., 2011).
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Figura 3: Acido kainico

Este compuesto fue inicialmente empleado como antihelmintico del género Ascaris del
intestino, pero estudios posteriores demostraron que es una potencial neurotoxina debido a
su accion bioldgica como un agonista glutamatérgico que presenta afinidad por los receptores
AMPA-Kainato (Zheng et al., 2011).

2.3.2. Efectos bioldgicos y la participacion del estrés oxidante inducido por AK

Al ser un agonista glutamatérgico la relevancia que tiene esta sustancia en los seres vivos es
importante debido a que éste sistema es el principal en la neurotransmision excitadora y media
diversas funciones fisiologicas esenciales (Fouillioux et al., 2004). El AK, al ser administrado
de manera sistémica o intracerebral induce crisis limbicas con dafio neuronal localizado
principalmente en las regiones CA1y CA3 del hipocampo, asi como gliosis (Lothman y Collins,

1981; Nadler, 1981), similar a los efectos neuropatolégicos observados en el sistema limbico
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de pacientes con epilepsia de l6bulo temporal (Ben-Ari et. al., 1980; Cardenas-Rodriguez et
al., 2013). El AK induce la liberacion de GLU y aspartato (Ferkany et. al., 1982). En hipocampo
activa a los receptores glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA, AMPA y AK) y metabotropicos
(Young y Fagg; 1990). La administracién intravenosa de AK causa actividad electrogréfica
(EG) ictal e interictal asociada a cambios conductuales. Esta actividad EG se inicia en el
hipocampo y en el septum lateral, posteriormente se propaga a otras areas limbicas extra
hipocampales como son: la corteza entorrinal, complejo subicular, amigdala y septum medial
(Lothman y Collins, 1981). Estudios electrograficos indican que varios dias después de la
administracion de AK se presentan espigas recurrentes en la amigdala que posteriormente
producen crisis espontaneas. Estos cambios se relacionan con un reacomodo neuronal a nivel
del giro dentado y forman parte de la respuesta ante el dafio neuronal que induce el AK (Babb
et. al., 1992; Slovieter, 1992).

Existe evidencia que relacionan el estrés oxidante con neurotoxicidad inducida por AK debido
a la produccion de radicales libres (Zheng et al., 2011, Wang et al., 2005). La administracién
de esta sustancia genera una pérdida de la integridad de la membrana celular, un decremento
en las funciones mitocondriales, condensacion y fragmentacion del nucleo (Zheng et al.,
2011). Particularmente el AK tiene una modulacién directa en la accién presinaptica y
posinaptica, cuando se despolariza la membrana ocurre una alteracion en la homeostasis de
calcio dando como resultado una cascada de eventos donde uno de estos es el incremento
importante de ERO y ERN generando estrés oxidante. Durante la oxidacién de biomoléculas,
principalmente lipidos, incrementan significativamente sus productos tales como MDA vy 4-
hidroxialquenales y asi culmina en apoptosis 0 necrosis (Fig. 4) (Wang et al., 2005; Brown y
Borutaite, 2001; Zheng et al., 2011).
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3.

PLANTEAMIENTO

¢ Cual es efecto biologico de la administracidn del extracto acetonico de Heterotheca inuloides

previo al &cido kainico sobre la lipoperoxidacion en higado, rifidn y cerebro de rata?
JUSTIFICACION

El uso de plantas medicinales es una practica que ha utilizada desde las primeras
civilizaciones. En México, debido a su amplia diversidad bioldgica y cultural el empleo de
plantas con propésitos medicinales es una actividad que se encuentra ampliamente arraigada
y sus efectos se deben a sus propiedades quimicas anti-inflamatorias, antioxidantes,
digestivas, antinecroticas, neuroprotectoras, hepatoprotectoras, etc. Una de estas es
Heterotheca inuloides. En la cual se ha observado que el extracto acetonico puede ejercer

efectos protectores al dafio inducido por estrés oxidante debido a ciertos constituyentes.

En diversas enfermedades sistémicas como en problemas cardiovasculares, insuficiencia
renal, cancer, entre otros, y del SNC el estrés oxidante se ha asociado a estos padecimientos,
por lo que sustancias de origen natural con propiedades antioxidantes como H. inuloides

pueden ser potenciales agentes terapéuticos para el tratamiento de las enfermedades.
HIPOTESIS

La administracion del extracto acetonico previo al acido kainico producira menor dafio
ocasionado por estrés oxidante mediado por la lipoperoxidacion en los tejidos (cerebro, higado

y rifién) de los sujetos experimentales.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante del extracto acetonico de Heterotheca inuloides en la
lipoperoxidacion inducida por &cido kainico en cerebro (hemisferio, corteza, cerebelo y

médula), higado y rifidn de rata.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el contenido proteico de los tejidos cerebro, higado y rifidn en presencia y ausencia

de &cido kainico (10 mg/kg; i.p.).

2. Evaluar la lipoperoxidacion en los tejidos cerebro, higado y rifion en presencia y ausencia

de &cido kainico (10 mg/kg; i.p.).

3. Determinar el efecto antioxidante del extracto acetonico de H. inuloides (100 mg/kg; v.0.)

sobre la lipoperoxidacion inducida por acido kainico.
MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental para el manejo y uso de los animales de laboratorio siguié la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y (NOM-087-ECOL-1995) respectivamente en el
proyecto con numero 016/2014 aceptado por el comité de investigacion y CICUAL del Instituto
Nacional de Pediatria (INP).

8.1 Identificacion y colecta de Heterotheca inuloides

El material vegetal fue colectado en Zacapoaxtla, Puebla, México, y fue clasificada por la
Bidloga Myrna Mendoza Cruz del departamento de Plantas Medicinales del Jardin Botanico,
(UNAM), ademas, un ejemplar de la misma fue colocado en la coleccidn del Herbario Nacional
del Instituto Mexicano del Seguro Social de la ciudad de México clasificado como: (Myrna
Mendoza C 15,375).

8.2 Obtencion del extracto acetonico

Las inflorescencias (2 kg) se cortaron y secaron en una camara de secado a 37°C, se
depositaron en recipientes de vidrio con capacidad de 2 L y se le agregd 1.5 L de acetona,
después de 24 hrs, se filtrd y se colecto6 el sobrenadante obtenido, posteriormente se agrego

nuevamente acetona al triturado y este procedimiento se repitio tres veces mas.

El sobrenadante total se colocd en un rotovapor para evaporar los solventes y obtener el
extracto puro, del cual se obtuvieron 12 g (Delgado et al., 2001).Dicho extracto fue donado

por el Dr. Guillermo Delgado L.
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8.3 Reactivos

Aceite de oliva, Folin y reactivo fenol Ciocalteu, Triton X-100, sulfato de cobre (Il), albumina
bovina, 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano, carbonato de sodio, tartatro sddico-potasico,
deferoxamina mesilada (DMSO) se obtuvieron de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Hidréxido de sodio (NaOH) de Merck (Naucalpan, Edo. de Méx, México). El acido kainico

(C10H1sNOQ4) de Tocris Bioscience.

8.4 Sujetos experimentales

Ratas Wistar macho con un peso de 180-220 g fueron utilizadas. Se mantuvieron en el bioterio
del INP en cajas de acrilico bajo condiciones constantes de temperatura (21°+ 1°C), humedad
relativa (50 — 60%), iluminacién de 12/12 hrs luz/oscuridad y aire filtrado (5mm de particulas)
con intercambio de 18 veces/h, con alimento (Harlan 2018S Teklad dieta global esterilizado,
Harland Teklad, Madison, WI, EUA) y agua filtrada ad libitum.

8.5 Tratamiento

Las ratas fueron divididas en 6 grupos. Los cuales tuvieron una alimentacién y toma de agua
ad libitum, durante 6 dias, cada dia se administraba 100 mg/kg de extracto acetdnico disuelto
en aceite de oliva (E.Ac) (1.5 mL) y/o aceite de oliva (A.O), y al 6 dia se le administro AK 10
ml/kg y se observo el efecto del AK al evaluar su conducta por 4 hrs y posteriormente se
sacrificaron (Cuadro 5). El aceite de oliva y el extracto acetonico fueron administrados via oral
con ayuda de una sonda pediatrica (Tecmed, Nezahualcoyotl, Edo. de Méx, Méx.) para

asegurar la ingesta total durante los seis dias y el AK fue administrado via intraperitoneal.
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Cuadro 5. Grupos experimentales sometidos a distintos tratamientos

Tratamiento
Control Aceite de Aceite de oliva*™ + Acido Extracto Extracto acetonico™ +
oliva ** Acido kainico*** kainico*™*  acet6nico* acido kainico***
©) (A.0) (A.O+AK) (AK) (E.Ac.) (EAc. + AK)
mL mL mg/kg mg/kg
1 St 15 15 - 100 100
2 Sit 15 15 - 100 100
3 Sit 15 1.5 - 100 100
(7]
S 4 Sit 15 15 - 100 100
5 Sit 15 15 - 100 100
6 Sity 1.5mLy 1.5 mL/10 mL/kg y 10ml/kg 100mg/kgy 100 mg/kg/10 mL/kgy
sacrificio sacrificio sacrificio y sacrificio  sacrificio sacrificio

*Sin tratamiento. ** Administrado via oral. *** Administrado intraperitoneal.

Posterior a la administracién de &cido kainico, los animales se observaron durante 4 hrs y se
registro el comportamiento cada diez minutos hasta su sacrificio para asegurar el efecto del
AK. El sacrificio se llevé a cabo por decapitacion e inmediatamente se extrajo el higado y
riidn, y se obtuvo el cerebro que fue dividido en corteza, hemisferio, cerebelo y médula. Cada

tejido fue almacenado en un ultracongelador a -72°C hasta su uso.
8.6 Homogenados

De cada tejido se peso6 1 g, se le agregd 1 mL de amortiguador de fosfatos y fue homogenizado
con ayuda de un homogeneizador (Kinematica Polytron PT 10 35, Bohemia, NY, EUA).

Posteriormente, los homogenados se centrifugaron a 30,000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Se extrajo el sobrenadante de cada tubo y fueron almacenados en un ultracongelador a -72°C

hasta su uso para la determinacién del contenido proteico y de lipoperoxidacion.
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8.7 Determinacion de proteinas

La determinacion proteica se llevd a cabo por el método de Lowry et al., 1951.

8.8 Determinacion de lipoperoxidacion

Un método colorimétrico se realizé para determinar las sustancias reactivas con acido
tiobarbitdrico (TBARS), en el cual el &cido tiobarbiturico reacciona con el malodialdehido
generado durante la lipoperoxidacion de los tejidos.

Una curva estandar se realizd, con las absorbancias registradas y los resultados obtenidos
fueron expresados en mg/mL de proteina/molIMDA de concentracion (Janero, 1990).
Posteriormente se leyd en espectrofotdmetro (Epoch, Biotek instruments, Inc. Winooski, VT,

USA) a 530 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
8.9 Estadistica

Los datos se representan como la media + la desviacion estandar de n=6, por triplicado, se
analizaron por analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba de
comparacion maltiple Dunnett en un paquete estadistico (GraphPad Prism 5.0, San Diego,

CA, USA). Una p con valor <0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

9.1 Higado

El resultado obtenido de la concentracion de MDA en higado para el grupo A.K fue de 312.29
mg/mL de proteina/molMDA, lo que representa el 100% de efectos ocasionados por AK. El
grupo C, tuvo una cantidad de MDA de 76.09 mg/mL de proteina/molMDA que representa la
cantidad basal sin efectos de lipoperoxidacion. El grupo A.O tuvo una cantidad de 97.33
mg/mL de proteina/molMDA, asi mismo, para el grupo E.Ac fue de 151.20 mg/mL de
proteina/molMDA, ambos representando valores basales. Para el caso del grupo A.O+AK
que tuvo la administracién del aceite de oliva previo al acido kainico, mostré un decremento
del 48.44% con diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo A.K, y, por
ultimo, con un valor similar, el grupo que tuvo la administracion del extracto acetonico previo
al acido kainico E.Ac+A.K mostré un decremento estadisticamente significativo del 43.86%

con respecto al grupo con unicamente la administracion del &cido kainico.
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Fig. 5. Concentracion de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para higado de rata: C, control; A.O,
aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetonico (100 mg/mL); A.K, acido kainico (10 mL/kg); A.O + A.K, aceite
de oliva més acido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + A.K, extracto acetdnico mas &cido kainico (100 mg/kg/10
mL/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs todos los grupos.
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9.2 Rifion

El resultado obtenido de la cantidad de MDA en riién para el grupo A.K el cual tuvo
unicamente la administracion de A.K i.p fue de 281.50 mg/mL de proteina/molMDA, lo que
representa el 100% de efectos ocasionados por la lipoperoxidacion. El grupo C, tuvo una
cantidad de MDA de 74.43 mg/mL de proteina/moIMDA que representa la cantidad basal sin
efectos de lipoperoxidacion. El grupo A.O tuvo una cantidad de 52.54 mg/mL de
proteina/molMDA, asi mismo, para el grupo E.Ac fue de 114.40 mg/mL de proteina/moIMDA,
ambos representando valores basales. Para el caso del grupo A.O+AK que tuvo la
administracién del aceite de oliva previo al &cido kainico, mostré un decremento del 54.81%
con diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo A.K. Por ultimo, con un
valor similar, el grupo que tuvo la administracion del extracto acetdnico previo al acido kainico
E.ActA.K mostré un decremento estadisticamente significativo del 50.44% con respecto al

grupo con unicamente la administracién del acido kainico.
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Fig. 6. Concentracion de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para rifién de rata: C, control; A.O,
aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetonico (100 mg/mL); A.K, acido kainico (10 mL/kg); A.O + A K, aceite
de oliva més acido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + AK, extracto acetdnico mas &cido kainico (100 mg/kg/10
mL/kg). Los datos representan la media £ la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs todos los grupos.
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9.3 Cerebro

9.3.1 Hemisferios
El resultado obtenido de la cantidad de MDA en hemisferios para el grupo AK fue de 134.10
mg/mL de proteina/molMDA, lo que representa el 100% de dafio ocasionado por el AK. Los
grupos C, A.O y E.Ac representan los grupos control, los cuales tienen valores basales de
lipoperoxidacion de 19.59 mg/mL de proteina/molMDA, 18.30 mg/mL de proteina/molMDA y
de 48.49 mg/mL de proteina/molMDA respectivamente. Para el caso del grupo A.O+AK
mostré un decremento del 31.20% con diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo A.K. Por dltimo, con un valor similar, el grupo E.ActA.K mostr6 un
decremento estadisticamente significativo del 62.72% con respecto al grupo con Unicamente

la administracion del acido kainico.
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Fig. 7. Concentracién de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para hemisferios de rata: C, control;
A.O, aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetdnico (100 mg/mL); A.K, &cido kainico (10 mL/kg); A.O + ALK,
aceite de oliva mas &cido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + ALK, extracto acetonico mas acido kainico (100
mg/kg/10 mL/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs todos los
grupos.
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9.3.2 Corteza
El resultado obtenido de la cantidad de MDA en corteza para el grupo AK fue de 201.20
mg/mL de proteina/molMDA, lo que representa el 100% de efectos ocasionados por la
lipoperoxidacion. El grupo C, tuvo una cantidad de MDA de 20.02 mg/mL de proteina/moIMDA
que representa la cantidad basal sin efectos de lipoperoxidacién. El grupo A.O tuvo una
cantidad de 14.78 mg/mL de proteina/moIMDA, asi mismo, para el grupo E.Ac fue de 46.56
mg/mL de proteina/moIMDA, ambos representando valores basales. Para el caso del grupo
A.O+A K mostré un decremento del 40.59% con diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo A.K. Por Ultimo, con un valor similar, el grupo E.Ac+A.K mostrd un
decremento estadisticamente significativo del 78.33% con respecto al grupo con Unicamente

la administracion del acido kainico.
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Fig. 8. Concentracion de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para corteza de rata: C, control; A.O,
aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetonico (100 mg/mL); A.K, acido kainico (10 mL/kg); A.O + AK, aceite
de oliva més acido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + AK, extracto acetdnico mas &cido kainico (100 mg/kg/10
mL/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs C, A.O, E.Acy E.Ac
+AK; +p<0.001 AKvs AO +AK.
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9.3.3 Cerebelo
El resultado obtenido de la cantidad de MDA en cerebelo para el grupo A.K fue de 228.00
mg/mL de proteina/molMDA, lo que representa el 100% de efectos ocasionados por la
lipoperoxidacion. El grupo C, tuvo una cantidad de MDA de 19.67 mg/mL de proteina/moIMDA
que representa la cantidad basal sin efectos de lipoperoxidacién. El grupo A.O tuvo una
cantidad de 21.53 mg/mL de proteina/moIMDA. El grupo E.Ac fue de 40.79 mg/mL de
proteina/molMDA, ambos representando valores basales. Para el caso del grupo A.O+AK
mostré un decremento del 57.03% con diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo A.K. Por dltimo, con un valor similar, el grupo E.ActA.K mostro un
decremento estadisticamente significativo del 80.74% con respecto al grupo con Unicamente

la administracion del acido kainico.
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Fig. 9. Concentracion de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para cerebelo de rata: C, control; A.O,
aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetonico (100 mg/mL); A.K, acido kainico (10 mL/kg); A.O + AK, aceite
de oliva més acido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + A.K, extracto acetdnico mas &cido kainico (100 mg/kg/10
mL/kg). Los datos representan la media + la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs todos los grupos.
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9.3.4 Médula
El resultado obtenido de la cantidad de MDA en médula para el grupo AK el cual tuvo
unicamente la administracién de acido kainico i.p fue de 128.80 mg/mL de proteina/molMDA,
lo que representa el 100% de efectos ocasionados por la lipoperoxidacion. El grupo C tuvo
una cantidad de MDA de 11.31 mg/mL de proteina/moIMDA que representa la cantidad basal
sin efectos de lipoperoxidacion. El grupo A.O al cual se le administré unicamente el aceite de
oliva tuvo una cantidad de 15.94 mg/mL de proteina/moIMDA, asi mismo, para el grupo al cual
solo se le administr6 el extracto acetonico E.Ac fue de 37.23 mg/mL de proteina/molMDA,
ambos representando valores basales. Para el caso del grupo A.O+AK que tuvo la
administracion del aceite de oliva previo al acido kainico, mostré un decremento del 43.30%
con diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo A.K. Por ultimo, con un
valor similar, el grupo que tuvo la administracion del extracto acetdnico previo al cido kainico
E.Ac+A.K mostré un decremento estadisticamente significativo del 61.64 % con respecto al

grupo con unicamente la administracion del &cido kainico.
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Fig. 10. Concentracién de malodialdehido (MDA) en los grupos de estudio para médula de rata: C, control; A.O,
aceite de oliva (1.5 mL); E. Ac, extracto acetonico (100 mg/mL); A.K, acido kainico (10 mL/kg); A.O + A K, aceite
de oliva més acido kainico (1.5 mL/10 mL/kg); E. Ac + AK, extracto acetdnico mas &cido kainico (100 mg/kg/10
mL/kg). Los datos representan la media £ la D.E. de n=6, por triplicado, *p<0.0001 A.K vs todos los grupos.
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10. DISCUSION

Un estado de estrés oxidante puede causar dafio a biomoléculas que eventualmente conlleva a
muchas enfermedades cronicas, tales como arterioesclerosis, cancer, diabetes, artritis
reumatoide, infartos de miocardio, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, entre otros (Uttara et al., 2009). Por lo que el estudio del estrés oxidante ha
cobrado considerable importancia debido a las consecuencias que puede tener en la salud

(Cardenas-Rodriguez y Pedraza, 2006).

Los marcadores que pueden ser utilizados para evaluar el estrés oxidante in vivo han atraido el
interés en afios recientes, debido a que las mediciones precisas del mismo son necesarias para
investigar su papel en el estilo de vida de las personas que padecen enfermedades relacionadas
a éste o también evaluar el éxito de ciertos tratamientos (Czerska, 2015). Desafortunadamente
los radicales libres tienen una vida media muy corta (del orden de algunos segundos) y su
medicion in vivo es enfrentada con muchos retos. Sin embargo, los derivados del radical oxi
(perdxido de hidrogeno o hidroperdxidos lipidicos) son estables y tienen una larga vida media

(horas a semanas) y ademas pueden ser medidos y monitoreados repetidamente (Czerska, 2015).

Muchos marcadores de estrés oxidante encontrados en el cuerpo han sido propuestos, para la
investigacion, incluyendo los hidroperoxidos, 4-hidroxinonenal, isoprostanos, 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina, malondialdehido, entre otros (Czerska, 2015). El malondialdehido es el producto
principal y mas estudiado de la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados. Desde 1960,
varios métodos se han desarrollado para identificar esta molécula con el propésito de cuantificar

los niveles de estrés oxidativo in vivo e in vitro (Del Rio, 2005).

El AK conlleva a una sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos, lo que produce una
depolarizacién de la membrana neuronal. Esto ocasiona la entrada masiva de iones de (Ca2*) y
subsecuentemente dispara la cascada de eventos de la muerte neuronal por excitotoxicidad
(Mohd et al., 2015). La administracion de esta sustancia genera una pérdida de la integridad de la
membrana celular, un decremento en las funciones mitocondriales, condensacion y fragmentacion
del nucleo (Zheng, 2011). Particularmente el AK tiene una modulacion directa en la accion

presinaptica y posinaptica, cuando se despolariza la membrana ocurre una alteracion en la
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homeostasis de calcio dando como resultado una cascada de eventos donde uno de estos es el

incremento importante de ERO y ERN generando estrés oxidante.

Los resultados obtenidos en éste estudio demostraron que el tratamiento con AK, en higado y
rifidn, asi como en las diferentes partes del cerebro estudiadas, tuvieron un incremento en sus
valores de MDA. Estd bien establecido que la lipoperoxidacion es una de las principales
reacciones resultantes de la interaccion de los radicales libres y las membranas bioldgicas (Niki
et al., 2005). Asi mismo, los acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s por sus siglas en inglés)
abundan en el sistema nervioso central (SNC) (Adibhatla y Hatcher, 2007). Lo cual, en condiciones
patoldgicas, por una excesiva formacién de especies reactivas, convierte al cerebro en un érgano
susceptible a la lipoperoxidacion (Reed, 2011; Basaga, 1990). Al mismo tiempo, la administracion
del AK puede inducir la produccion de ER por una disfuncion mitocondrial, la sintesis de dxido
nitrico, precursores de inflamacion, entre otros, que culminan en un estado excitotoxico con
subsecuente induccion de apoptosis, autofagia o necrosis (Mohd et al., 2015; Wang et al., 2005;
Chuang et al., 2004; Zheng et al., 2011).

Este incremento de MDA por AK se ha observado en otros estudios como el de Shin et al. (2009)
en donde el uso de ginsendsidos revirtid al dafio por AK. Los autores evaluaron el dafio a lipidos
por medio del método de TBARS en fracciones mitocondriales y homogenados de tejido
hipocampal, de donde obtuvo un incremento significativo de TBARS en el grupo con AK con

respecto al grupo control y el grupo con la administracion de ginsenésidos.

En el presente estudio se observaron diferencias en los niveles de MDA dependiendo del érgano
y en el caso del cerebro, diferencias entre regiones. Ello puede deberse a la diferencia de la
distribucion de la expresion de los receptores a GLU, importantes en los procesos de
neuroexcitotoxicidad, como ocurre para el receptor KA-1 que se encuentra primariamente en la
region CA3 y el giro dentado y en menor cantidad en las capas corticales, células de Purkinje en
cerebelo y en la materia blanca. Ademas, la expresion del gen que codifica para el receptor KA-2
se encuentra principalmente en capas de la neocorteza, células piramidales de las regiones
hipocampales CA1-CA3, en los nucleos predptico medial, supraquiasmatico e hipotalamico medial
ventral. En tejido perteneciente a la médula se pueden encontrar mayor abundancia de expresion

de receptores a GLU en comparacion con el cerebelo, en general la neocorteza e hipcampo
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presentan mayor expresion que el resto de los tejidos (Wisden y Seeburg, 1993; Contractor et al.,
2000). Lo cual permite que el AK tenga diferentes efectos dependiendo de la region y la cantidad

de estos receptores.

Por otro lado, se ha reportado que la administracion de AK conlleva a la sobreactivacion de la glia,
la cual es medida por el incremento de los astrocitos y microglia (Mehta et al., 2013; Chen et al.,
2005; Ravizza et al., 2005). Cuando ocurre tal activacion, se produce una gran cantidad de
mediadores inflamatorios, tales como el dxido nitrico (ON) (Lu et al., 2008). El ON se ha visto
incrementado cuando se administra el AK en la regién de la corteza temporal/amigdala (Mlsch
et al., 1994), participa en la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmico, se ha demostrado que
ON es capaz de activar elementos moleculares como las ciclooxigenasa (COX), la cual es
usualmente regulada por células cerebrales bajo condiciones de inflamacion, ademas, puede
combinarse con superdxido para generar peroxinitrito, un compuesto reactivo que induce la
lipoperoxidacion causa dafio a DNA, en respuesta la administracion de AK, lo que ha permitido
asociarlo a diferentes enfermedades neurodegenerativas, tales como Alzheimer, Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica, entre otras (Parathath et al., 2006 y 2007; Yuste et al., 2015; Mikami
et al., 2016).

Por otra parte, se ha observado que metabolitos tipo flovonoide de una fraccion aceténica de H.
inuloides tienen la capacidad de inhibir la produccion de 6xido nitrico y por lo tanto la subsecuente
generacion de peroxinitrito NOO- (Rodriguez-Chavez et al., 2016), lo cual contribuye a que en

este experimento se haya observado la disminucion de los niveles de lipoperoxidacion.

En éste estudio, la administracion del extracto acetdnico antes de la aplicacion de AK mostr6 una
disminucion estadisticamente significativa, del dafio para el caso las cuatro regiones del cerebro
(hemisferios, corteza, cerebelo y médula), éste resultado sugiere que el extracto acetdnico
interacciona con sus diferentes metabolitos (Coballase-Urrutia et al., 2010; Rodriguez-Chavez et
al., 2016) de los cuales se pueden mencionar algunos con relevancia en su capacidad atrapadora
de especies reactivas. Esta disminucion también ha sido reportada cuando es utilizando un
extracto o metabolito de alguna planta en contra de los efectos del AK como la curcumina

(Curcuma longa), naringina, extracto metandlico (Aster scaber), apigenina (Cirsium japonicum y
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Carduus crispus), extracto metandlico (Petasite japonicus) (Gupta et al., 2008; Golechha et al.,
2011; Oh et al., 2005; Han et al., 2012; Sok et al., 2006).

Previos reportes de H. inuloides mencionan que esta constituida de poliacetilenos, cadinanos,
triterpenos, esteroles, sesquiterpenos y flavonoides (Rodriguez-Chavez et al., 2015; Coballase-
Urrutia et al., 2011). Particularmente, el extracto acetonico contiene metabolitos de tipo flavonoide
y sesquiterpenos (Coballase-Urrutia et al., 2010; Rodriguez-Chavez et al., 2016; Haraguchi et al.,
1997). Los flavonoides estarian incluidos entre los antioxidantes preventivos, mientras que los
sesquiterpenoides serian clasificados como los antioxidantes rompedores de cadenas (Haraguchi
et al., 1997). Los primeros se caracterizan por su capacidad de atrapar grupos hidroxilos y de
quelar iones de metales de transicion (Rice-Evans et al.,1997). Particularmente, los flavonoides
presentan una estructura importante, como lo es; un grupo catecol en la posicion 3'4’ del anillo B;
los grupos hidroxilos que donan electrones a los radicales hidroxilos, peroxilo y peroxinitrito; el
efecto de la resonancia por la conjugacion del anillo A'y B les otorga estabilidad; el doble enlace
de la posicion 2-3 en conjugacion con la funcién oxo (Soobrattee et al., 2005). Diferentes
metabolitos como la quercetina, isoquercetina, kaempferol, entre otros, presentan algunas o todas
éstas caracteristicas, y en particular un metabolito que ha sido bien estudiado es la quercetina, la
cual se encuentra presente en el extracto aceténico y se ha demostrado que tiene capacidad
antioxidante, antiinflamatoria, protector de enfermedades cardiovasculares, anticancer, entre
otros, caracteristicas que se buscan en un buen agente terapéutico alternativo en el tratamiento
de padecimientos neurodegenerativos (Baghel et al., 2016; Alrawaiq y Abdullah, 2014; Gormaz et
al., 2015; Zhang et al., 2011; Mohd et al., 2015)

Por otra parte, el sistema de receptores al acido gamma-aminobutirico (GABA) es uno de los
mecanismos que se encarga de la inhibicidn quimica en el cerebro, la contraparte del glutamato.
Muchas neuronas expresan el receptor de tipo A de GABA (GABAAa) el cual es considerado como
el mas importante modulador inhibitorio a nivel farmacoldgico de la funcion cerebral (\Wasowski y
Marder, 2012).

Estos receptores tipo A pueden ser modulados alostericamente por benzodiacepinas, barbituratos,
esteroides, anestésicos, anticonvulsivantes y muchos otros farmacos. (Sieghart, 1995; Korpi et al.,
2002; Wasowski y Marder, 2012). Particularmente, recientes estudios han propuesto que algunos

38



flavonoides, entre ellos la quercetina, pueden actuar como benzodiacepinas al unirse al receptor
GABAA (Goutman et al., 2003; Wasowski y Marder, 2012), por lo que en este estudio puede ser

otro posible mecanismo por el cual el extracto acetonico ejerce su efecto.

El higado y rifién han sido menos estudiados en relacion a los efectos que el AK puede tener
directamente sobre estos, sin embargo existe un estudio realizado por Szaroma et al., en 2012,
en el que se observo una disminucion de las enzimas antioxidantes SOD (superoxido dismutasa),
CAT (catalasa), GSHPx (glutation peroxidasa), asi como un decremento en la cantidad de GSH y
ASC (&cido ascérbico), mostrando asi que el estrés oxidativo juega un papel importante en la
patogénesis del AK en raton, ademas se sugiere que el AK no solo es tdxico para el cerebro, sino

también para el higado y rifién de raton.

Los resultados presentes en este trabajo muestran el incremento de los niveles de MDA cuando
solo se administra el AK, lo cual es apoyado por Szaroma et al. (2012), y como se mencion6
anteriormente este incremento de los niveles de MDA es consecuencia al aumento de especies
reactivas posterior a la administracion del AK. Una de las probables razones por las cuales se
puede observar este incremento es debido a que tanto el higado como los rifiones juegan un papel
importante en el metabolismo y detoxificacion de sustancias por lo que son susceptibles, ademas
se debe contemplar que el AK al haber sido administrado via intraperitoneal, es distribuida por el
torrente sanguineo y cuando éste ha generado un dafio en SNC las moléculas generadas como
ERO, MDA, ON, entre otras, pueden difundirse por el mismo torrente lo que supone un desbalance

en diferentes zonas a nivel sistémico.

Los niveles de MDA tanto en higado como en rifién se vieron disminuidos cuando se administro
el extracto acetonico previamente al AK, sugiriendo asi que se debe a los mecanismos antes
mencionados del atrapamiento de especies reactivas por los componentes del extracto. El estudio
de Coballase-Urrutia et al. (2011) demostrd que H. inuloides es un hepatoprotector en contra de
las ERO formadas por CCls, una sustancia altamente hepatotdxica, ésta informacion puede apoyar
los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios

que permitan analizar las vias especificas que pueden influir los incrementos de MDA observados.
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11. CONCLUSION

La administracion del extracto acetdnico previo al AK disminuyeron los niveles de lipoperoxidacion
tanto en higado y rifidn, como en cerebro de rata. Esta evidencia sugiere que el extracto acetonico de
H. inuloides puede ejercer efectos como antioxidante y neuroprotector, por lo que se propone que
puede ser una alternativa para el tratamiento de distintas enfermedades asociadas al estrés oxidante.
Sin embargo, son necesarios mas estudios para identificar los metabolitos implicados en estas

propiedades, ademas de las vias 0 mecanismos de accion de estos compuestos.

12. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto del extracto acetonico en un modelo de AK sobre enzimas antioxidantes como
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, entre otras; cambios morfolégicos de células del
SNC, higado vy rifién; realizar un perfil de la neuroquimica y la interaccién de los metabolitos del

extracto con los receptores a GABA.
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