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RESUMEN 

 

En múltiples investigaciones, la producción de especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno (ERO y ERN) son partícipes en múltiples enfermedades tanto a nivel 

nervioso (Alzheimer, Epilepsia, Parkinson)  y sistémico (Diabetes, Cáncer, Síndrome 

Metabólico). El establecimiento del estrés oxidante por medio de las especies reactivas 

afecta la actividad del sistema de defensa antioxidante, disminuido ante el aumento de 

las especies reactivas. De esta manera, Heterotheca inuloides, planta endémica y de 

gran uso tradicional en México, presenta funciones biológicas entre las que destacan 

las de tipo antiinflamatorio y antioxidante. Lo anterior debido a la composición 

química que presenta. El extracto metanólico de H.inuloides presenta una gran 

cantidad de metabolitos que han demostrado favorecer un efecto antioxidante, por lo 

cual, en este trabajo se evaluó el efecto del extracto en la lipoperoxidación inducida 

por Ácido Kaínico (AK) en tejidos de cerebro (hemisferios, corteza, médula y 

cerebelo), hígado y riñón. Para ello se estudiaron 6 grupos de ratas macho Wistar de 

180-220 g. (n=6) divididos en grupo Control (C), sin tratamiento;  Amortiguador de 

fosfatos (AF) –vehículo- (1.5 ml/kg) (vo);  Extracto metanólico de H. inuloides (M) 

(100 mg/kg) (vo);  AK  (10 mg/kg) (ip); AK (10 mg/kg) diluido en AF (1.5 ml/kg) (ip) 

(AK+AF) y  AK (10 mg/kg) (ip) en presencia de M (100 mg/kg) (vo) (AK+M). Se 

realizó la determinación de la lipoperoxidación por el método de TBARS y el análisis 

estadístico comprendió un ANOVA (1 vía) y posterior prueba de Dunnett (p < 0,05). 

En todos los tejidos, los grupos con  AK+M disminuyeron significativamente los 

niveles de daño por MDA en el siguiente orden: cerebelo (87.84%), corteza (86.13%), 

médula (79.08%), hemisferios (71.07%), hígado (54.88%) y riñón (47.63%). Por lo 

cual proponemos que el extracto metanólico de H. inuloides ejerce un efecto 

antioxidante y como potencial neuroprotector. Lo cual  se relaciona a la estructura de 

lo metabolitos del extracto que actúan en sinergia al donar electrones y neutralizar 

especies reactivas que favorecen la disminución del daño por estrés oxidante. Debido a 

estos resultados, se considera al extracto metanólico de H. inuloides  como un 

potencial agente antioxidante y posible alternativa terapéutica para el tratamiento de 

enfermedades relacionadas al estrés oxidante.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de Heterotheca inuloides (H. inuloides) 
 

Los orígenes del término “árnica”, se remonta a 1533 cuando Hildegard of Bingen 

introdujo este término en su libro llamado  "PHYSICA", para designar a este grupo de 

plantas con “propiedades mágicas” para el tratamiento de torceduras y contracturas. En 

1978, en España, el término árnica se introdujo en los hospitales debido a la efectividad 

del uso del Árnica montana L. El alcance de este vocablo tuvo influencia en México 

debido a la colonización europea al nuevo mundo y este es el caso de H. inuloides 

(Obón et al., 2012). 

 

1.1.1. Descripción de la planta  

 

Heterotheca inuloides (del griego Heteros= diferente y theca= envoltura)  especie de la 

familia Asteraceae, es una planta endémica de uso tradicional en la farmacopea 

mexicana conocida como  árnica mexicana,  cuateteco, árnica de monte o acahual. Se 

encuentra en los climas cálido, semicálido, semiseco y templado. Planta herbácea 

perenne o anual de hasta 1.5 m de alto, con tallos erectos y de numerosas pubescencias. 

Sus hojas son anchas y alargadas, con flores amarillas liguladas y agrupadas en forma 

de disco (De Rzedowski y Rzedowski, 2001). 

 

 

 
Figura 1. Ejemplar de Heterotheca inuloides.  
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1.1.2. Distribución geográfica 

 

H.inuloides es una planta originaria de México que se distribuye de los 2250 a 3300 

msnm. Se encuentra en la Ciudad de México, Aguascalientes, Jalisco, Durango, Nayarit, 

Colima, Guanajuato, Chihuahua, Guerrero (Coyuca de Catalán),  Hidalgo (Ocampo), 

Zacatecas, Estado de México, Michoacán (Zitácuaro, Coalcoman de Vázquez), Morelia 

(Ocampo), Morelos, Nuevo León, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luís Potosí, Tlaxcala 

y Veracruz (Argueta et al., 1994; Villaseñor-Ríos y Espinosa, 1998; De Rzedowski y 

Rzedowski, 2001). 

 

1.1.3. Usos tradicionales del árnica mexicana  

 

El uso de plantas como alternativa terapéutica al tratamiento de diferentes 

padecimientos es de las prácticas más comunes en los pueblos indígenas de México. 

Actividad que hoy en día se ha extendido a las zonas urbanas. Existe predisposición a 

utilizar con más frecuencia ciertos tipos de plantas que ofrecen cura rápida y eficaz, este 

es el caso de H. inuloides (Andrade-Cetto, 2009). Hoy en día, H.inuloides se encuentra 

en  los mercados tradicionales y establecimientos locales bajo diferentes presentaciones, 

tales como tabletas, tinturas, pomadas e infusiones. H.inuloides posee múltiples 

cualidades curativas por las cuales es utilizada, sin embargo, el efecto antiinflamatorio 

de esta planta es el más relevante y por la que es conocida (Heinrich et al., 2014).  

 

Existe gran variedad de usos que se le dan a H.inuloides, la planta se utiliza completa 

para elaborar infusiones o agua de tiempo que alivian el dolor de pulmón, corazón, 

dolores musculares, reumáticos, estomacales, en riñones y úlceras. Toda la parte aérea 

(flores, pétalos y estambres) se utiliza en la elaboración de infusiones para lavar heridas, 

moretones, llagas, salpullido o espinillas; para tratar dolores de vientre, dolor de muelas 

y rozaduras. Se aplica en forma de compresas, macerado, pomada o cataplasma. El 

follaje se utiliza como analgésico para dolor de pecho, gastritis y contusiones (traumas); 

hervidas sirven para desinfectar heridas e inducir el apetito. En el campo de la 

veterinaria, H.inuloides se emplea para aliviar problemas circulatorios, del aparato 

digestivo, como desinflamatorio, tratar heridas y problemas cutáneos (De Rzedowski y 

Rzedowski, 2001; Villaseñor-Ríos y Espinosa, 1998). 
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1.1.4. Composición química 

 

A través de espectroscopia UV, resonancia magnética y espectrometría de masas (Jerga 

et al., 1990) se han logrado identificar gran cantidad de compuestos de H.inuloides 

como triterpenos, esteroles, poliacetilenos y flavonoides (Delgado et al., 2001). 

Específicamente de los extractos acetónico y metanólico se han logrado aislar 

compuestos químicos como poliacetilenos, cadinanos, triterpenos, esteroles, 

sesquiterpenos, flavonoides y glicósidos flavonoides (Cuadro 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extracto Composición química (% en el extracto) Referencias 
Acetónico Cadalen-15-ácido oíco, 3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno-

4-uno-dicadaleno, 7-hidroxicadaleno, 7-hidroxi-4αH-3,4-
dihidro-cadaleno, 1α, hidroxi-1 (4H)-isocadaleno-4-uno, 
1α-hidroxi-4αh-1,2,3,4-tetrahidrocadalen-15-ácido oíco, 
7-(3,3-dimetil aliloxi) cumarina, cariolan-1, 9β-diol, 
quercetina, estigmasterol, β-sitosterol,cariolan-1,9 β-diol, 
D-chiro-inositol, quercetina-3,7,3'-trimetil éter, 
quercetina-3,7,3',4'-tetrametil éter, eriodictiol-7,4'-dimetil 
éter, (1R,4R)-1-hidroxi-4H-1,2,3,4-tetrahidrocadaleno-
15-ácido óico, 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona 

Haraguchi et al., 1997 
Gené et al., 1998 
Segura et al., 2000 
Delgado et al., 2001 
Coballase et al., 2010 
Rodríguez-Chávez et al., 2015, 2016 

Metanólico Quercetina (0.19), quercetina 3-O-glucósido, kaempferol, 
kaempferol 3-O-glucósido, kaempferol-osoforosido, D-
chiro-inositol, espinasterol, spinasteril-3-O- β-D-
glucopiranósido 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno 
(0.004), 7-hidroxicadaleno (0.002) 

Kubo et al., 1994 
Haraguchi et al., 1997 
Delgado et al., 2001 

Cuadro 1. Compuestos aislados del extracto acetónico y metanólico de Heterotheca inuloides. 
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Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de H.inuloides. I) 7-hidroxi-3,4-

dihidricadaleno; II) 7-hidroxicadaleno; III) β -naftol; IV) P-cimeno; V)  Carvacrol; VI) 

Timol; VII) Quercetina; VIII)  Espinasterol; IX)  Espinasteril-3-O-b-O-glicopiranósido; 

X)  D-chiro-inositol. (Modificado de Haraguchi et al., 1997; Delgado et al., 2001). 

 
1.1.5. Propiedades Biológicas 
 

Desde la década de los noventa, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha 

logrado caracterizar las propiedades biológicas de H.inuloides. El efecto 

antiinflamatorio se logró comprobar en un modelo de daño inducido por carragenano en 

el que se obtuvieron fracciones acuosas que disminuyeron la inflamación provocada por 

los edemas que originó esta sustancia, así como el efecto analgésico seguido de su 

aplicación (Gené et al., 1998). En otro modelo de edema inducido por aceite de crotón, 

los metabolitos de H.inuloides  disminuyeron la inflamación así como la inhibición de 

las vías COX-1 y COX-2 (Segura et al., 2000). A través del análisis de los metabolitos 

de H. inuloides se logró descubrir su actividad antibacterial al inhibir bacterias Gram-

positivas y su efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus (Kubo et al., 1994). 
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1.2. Especies Reactivas y Estrés Oxidante 

1.2.1. Generalidades 

 

Los primeros estudios que demostraron la existencia de los radicales libres (RL) datan 

del siglo XIX cuando Moses Gomberg, profesor de la Universidad de Michigan, 

descubrió el radical trifenilmetilo (Ph3C•) (Gomberg, 1900). En 1929, la importancia de 

los radicales adquirió popularidad cuando Friedrich Paneth y Wilhelm Hofeditz 

lograron producir el radical metilo (CH3•) (Paneth y Hofeditz, 1929). Mientras que en 

1933, Morris Kharash y Franz Mayo descubrieron el "efecto del peróxido" y su 

implicación en el desarrollo de materiales sintéticos. En 1954, Gerschman et al., 

propusieron que los efectos tóxicos del O2 estaban atribuidos a la formación de RL. 

 

Años después, en 1968, el descubrimiento de que los sistemas biológicos producían 

gran cantidad de radicales superóxido (O2
•−) durante el metabolismo (McCord y 

Fridovich, 1968),  dio origen al concepto de estrés oxidante en 1970. En 1978, estudios 

sobre la respiración mitocondrial determinaron la importancia de este proceso 

metabólico para la generación de peróxido de hidrógeno (H2O2) y su papel en la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Boveris et al., 1977; Nohl y 

Hegner, 1978). 

 

1.2.2. Radicales libres 

 

Son resultado de la ganancia o pérdida de un electrón de un no radical o por la ruptura 

homolítica de una molécula. La presencia de los electrones desapareados le confiere al 

radical reactividad específica. El más simple de los radicales libres es el átomo de 

hidrógeno, contiene un protón y un sólo electrón desapareado que le confiere su 

característica como radical (Aruoma, 1998). Entre los principales RL que existen están 

los que derivan del oxígeno y del nitrógeno, sin embargo, no menos importantes están 

los que se generan del hidrógeno, carbono y metales de transición (Cárdenas-Rodríguez 

y Pedraza-Chaverri, 2006). 

 

El oxígeno, elemento indispensable para los organismos aeróbicos, se trata del último 

aceptor de electrones en la cadena respiratoria para generar la formación de agua 

(Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006), este es requerido por los sistemas 



 
6 

 

enzimáticos en los que intervienen las defensas antioxidantes. Cuando las especies 

reactivas se encuentran en grandes concentraciones, se produce el estrés oxidante. Este 

se define como el desequilibrio entre la generación y eliminación de las especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). 

 

La reacción general para la formación de ERO se lleva a cabo de acuerdo a la siguiente 

reducción univalente del oxígeno (Hansberg, 2002): 

 
En esta se reduce el oxígeno al anión superóxido reacción en la que se incorpora un 

electrón, a peróxido de hidrógeno al aceptar 2 electrones y a radical hidroxilo al aceptar 

3 electrones. Los radicales de importancia son el hidroxilo, el superóxido, el oxígeno 

singulete Σ, el óxido nítrico y el peroxilo. Sin embargo, los no radicales como el 

peroxinitrito, ácido hipocloroso y peróxido de hidrógeno, oxígeno singulete Δ y ozono 

contribuyen a la generación de radicales (Poljšak y Fink, 2014). Cuando dos radicales se 

acoplan, estos unen sus electrones desapareados y forman un no radical. De la misma 

forma, el radical interactúa con el no radical y forma otro radical que genera una 

reacción en cadena (Gutteridge y Halliwell, 1989). 

 

Entre las diferentes vías que generan especies reactivas podemos encontrar (Cadenas, 

1989): 

a) Derivados de la cadena respiratoria (Mitocondria) 

b) Productos de reacciones que catalizan metales. 

c) Polución atmosférica. 

d) Producción de neutrófilos y macrófagos en procesos inflamatorios. 

e) Irradiación de rayos UV, rayos X y gamma. 

 

Como ya se mencionó, el metabolismo respiratorio es de las principales vías que 

generan radicales libres (Freeman y Crapo, 1982; Halliwell y Gutteridge, 1985). 

Múltiples reacciones de oxidación ocurren principalmente en el citoplasma, membrana 

nuclear, retículo endoplásmico y peroxisomas. 

 

El anión superóxido (O2
•−) e hidroxilo (OH•) son especies que predominan en la célula. 

Mientras que el peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito (ONOO−), a pesar de no 
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ser radicales contribuyen a la generación del estado REDOX en la célula. El O2
•− se 

forma por medio de la liberación de electrones a través de la membrana mitocondrial y 

la cadena de transporte de electrones, varias moléculas pueden interactuar con el O2 

para generar esta especie reactiva, tales como la adrenalina, dopamina y componentes 

mitocondriales (Fridovich, 1975). Los fagocitos también liberan grandes cantidades de 

O2
•− como parte de sus mecanismo de defensa (Babior y Woodman, 1990). El H2O2 se 

produce a través de la cadena de transporte de electrones así como por la auto oxidación 

de pequeñas moléculas y la dismutacion del O2
•− por la superóxido dismutasa (SOD). 

Aunque el H2O2 no es reactivo por sí solo, cuando se presentan metales reducidos en el 

medio y a través de la reacción de Fenton se genera la formación de OH•, radical 

sumamente reactivo que ataca las moléculas próximas a él (Halliwell, 1996). El 

peroxinitrito (ONOO−), se forma por la reacción del óxido nítrico con el superóxido, lo 

cual favorece la formación del OH•. Los principales radicales libres y no radicales se 

indican en cuadro 3. 

 

Cuadro 2. Principales radicales y no radicales que conforman a las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) y especies reactivas de nitrógeno (ERN) (modificado de Halliwell, 

1996). 

 

Las ERO y ERN intervienen en una gran en diferentes patologías, entre las que destacan 

las de tipo neurodegenerativo como el Parkinson, enfermedad de Hungtinton, 

Alzheimer y esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Ohkawa et al., 1979; Emerit y 

Chaudiere, 1989; Karmazyn, 1989; Janero, 1990 y Reed, 2011). 

 

 

 Radicales No radicales 

ERO Anión Superóxido O2 •- 

Hidroxilo OH• 

Peroxilo RO2• 
Hidroperoxilo 
Oxígeno singulete Σ (1O2) 

Peróxido de Hidrógeno H2O2 
Ácido Hipocloroso HOCl 
Ozono O3 
Oxígeno singulete 1Δ (1O2) 

ERN Óxido Nítrico NO• Peroxinitrito ONOO- 
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1.3. Antecedentes 

1.3.1 Heterotheca inuloides y su efecto antioxidante 

 

A pesar de que los estudios con H. inuloides son escasos, existe evidencia de su 

potencial efecto antioxidante principalmente de los metabolitos obtenidos de sus 

inflorescencias. En el trabajo de Haraguchi et al., (1997) se demostró su poder 

antioxidante sobre la oxidación del ácido linoleico en más de un 80%, así como su 

efecto barredor (en inglés scavenger) sobre los radicales anión superóxido y el radical 

DPPH. Asimismo, los metabolitos de esta planta inhibieron la lipoperoxidación 

mitocondrial inducida por Fe (III) y ADP sobre NADH o NADPH. En los trabajos de 

Coballase et al., 2011, sobre un modelo de daño oxidante inducido con tetracloruro de 

carbono (CCl4) se observó el efecto hepatoprotector del extracto metanólico de esta 

planta.  En los trabajos de Rodríguez-Chávez et al., (2015), los metabolitos de H. 

inuloides presentaron actividad antioxidante versus el H2O2. En ese mismo trabajo se 

pudo observar que los derivados de esta planta favorecieron la extensión del ciclo de 

vida del nematodo Caenorhabditis elegans. 

 

1.4 Lipoperoxidación 

1.4.1. Definición de Lipoperoxidación 

 

La lipoperoxidación es la oxidación de ácidos grasos que se origina por el aumento de 

radicales libres a través de reacciones en cadena sobre membranas y lipoproteínas 

(Witting, 1980;  Halliwell, 1996). Los productos del anión superóxido, peróxido de 

hidrogeno y radical hidroxilo participan en el inicio de la lipoperoxidación (Mayumi et 

al., 1993).  

 

1.4.2. Generalidades 

 

El término de lipoperoxidación se originó en 1980 (Reed, 2011). La lipoperoxidación se 

empezó a estudiar en base al deterioro de los alimentos en 1930 (Niki, 2008). Es hasta 

1975 que Hermann Esterbauer descubrió que el glutatión (GSH) en reacción con los 

grupos carbonilos conjugados, lo cual resultaba en la formación de acroleína, alquenos 

4-hidroxi-2 y grupos sulfhidrilo generados en los sistemas biológicos. En 1978, Erwin 

Schauenstein y Hermann Esterbauer descubrieron aldehídos reactivos con grupos 
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sulfhidrilo a través de uniones tioéster (Reed, 2011). Tales uniones estarían implicadas 

en la inhibición de rutas metabólicas como la glicólisis, síntesis de proteínas y 

respiración (Schauenstein y Esterbauer, 1978). Lo anterior generó la hipótesis de que la 

lipoperoxidación producía aldehídos α-β-insaturados. En 1980, Esterbauer y 

colaboradores descubrieron uno de los aldehídos más reactivos, el 4-hidroxi-2-nonenal 

(HNE), un fuerte citotóxico hepático (Benedetti et al., 1980; Winkler et al., 1984).  

 

1.4.3. Efectos biológicos de la lipoperoxidación  

 

La lipoperoxidación ocurre a través de la interacción del oxígeno con los ácidos grasos 

poliinsaturados que generan gran cantidad de aldehídos electrofílicos (Reed, 2011). Este 

proceso comprende una fases de iniciación en la que se forma un radical lipídico (L•); 

seguida de una fase de propagación en la cual el O2 produce radicales peroxilo (LOO•), 

este genera la reacción en cadena de formación de especies reactivas al extraer H de los 

lípidos para formar  hidroperóxidos lipídicos (Fig.3). La reacción llega a su fase de 

terminación cuando dos radicales reaccionen interactúan entre sí y generan un no radical 

y oxígeno o bien, cuando los radiales reaccionan con agentes antioxidantes que 

estabilizan las especies reactivas.  Sin embargo, cuando el hidroperóxido lipídico se 

descompone, genera subproductos como los isoprostanos (Roberts y Morrow, 1997; 

Fukuda et al., 2009), neuroprostanos (Musiek et al., 2008; Reed, 2011), el 4-

hidroxinonenal (4-HNE) (Doorn y Petersen, 2003; Reed, 2011),  acroleína (Esterbauer  

et al., 1991; Calingasan et al., 1999) y el malondialdehído (MDA) (Ohkawa et al., 

1979; Janero, 1990). 

 
 

Figura 3. Mecanismo en cadena de los radicales libres durante la lipoperoxidación 
(modificado de Reed, 2011). 
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1.4.4. Cuantificación de la lipoperoxidación: Prueba del ácido tiobarbitúrico (TBA) 

 

La lipoperoxidación puede ser cuantificada en los sistemas biológicos mediante 

reacciones químicas (Janero, 1990). Una de las más utilizadas es la prueba del ácido 

tiobarbitúrico (TBA),  reacción colorimétrica descrita por Kohn y Liversedge en 1944. 

Se lleva a cabo entre el TBA y el subproducto de la lipoperoxidación, el MDA (Ohkawa 

et al., 1979). El mecanismo de reacción depende del pH del sustrato y de los 

lipoperóxidos de ácidos grasos poliinsaturados con más de tres dobles enlaces (Dahle  et 

al., 1962). El hidroperóxido del ácido linoléico obtenido por la acción de la 

peroxidación enzimática es el compuesto que reacciona con el TBA para originar el 

aducto fluorescente de color rojo (Ohkawa et al., 1979; Janero, 1990). De manera 

específica, la formación del aducto se lleva a cabo por el ataque nucleofílico entre el 

carbono 5 del TBA y el carbono 1 del MDA seguido de la reacción de deshidratación y 

la formación del aducto con una molécula de TBA secundaria (Fig. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4. Formación del aducto fluorescente rojo entre MDA y TBA (modificado de 

Janero, 1990). 
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1.5. Agentes Antioxidantes 

 

Se conocen como antioxidantes a las moléculas que previenen o retardan la oxidación 

del sustrato oxidable y que actúan como donadores de electrones (agente reductor) 

(Halliwell y Gutteridge, 1985).  

 

De acuerdo a su cinética, los antioxidantes se clasifican en seis categorías (Flora, 2009): 

a) Antioxidantes que rompen cadenas por medio de la reacción con radicales 

peroxilo con uniones débiles de O-H o N-H, tales como fenoles, hidroquinonas, 

aminas aromáticas y aminofenoles. 

b) Antioxidantes que rompen cadenas con radicales alquilo: quinonas, nitronas e 

iminiquinonas.  

c) Antioxidantes que descomponen hidroperóxidos: sulfuros, fosfuro y triofosfato. 

d) Antioxidantes que desactivan metales: diaminas, hidroxiácidos y compuestos 

bifuncionales. 

e) Terminación de cadenas cíclicas por antioxidantes: aminas aromáticas, radicales 

nitroxilo y compuestos metálicos de valencia variables.  

f) Acción sinérgica de diferentes antioxidantes: fenoles sulfuro, en los cuales los 

grupos fenólicos reaccionan con los radicales peroxilo y los grupos sulfuro con 

hidroperóxidos.  

Los antioxidantes a nivel celular y molecular inactivan las ERO y en bajas 

concentraciones inhiben o retrasan el proceso oxidante al interrumpir la reacción en 

cadena de los radicales. Los antioxidantes tienen la capacidad de quelar iones metálicos, 

los cuales son responsables de la generación de ERO. La quelación es la formación de 

un complejo de iones metálicos en los cuales el ion metálico está asociado con un 

donador de electrones con o sin carga (ligando). La eficacia del ligando depende de la 

afinidad al metal, ya sea exógeno o endógeno (Flora, 2009). Se han producido 

antioxidantes sintéticos como el BHA (hidroxianisol butilado) o el BHT (butil 

hidroxitolueno), sin embargo su uso prolongado ha demostrado ser tóxico (Namiki, 

1990). 

 

Los antioxidantes de alto peso molecular y de bajo peso molecular conforman el sistema 

de defensa necesario contra las ERO (Cárdenas-Rodríguez et al.¸2013). 
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1.5.1. Antioxidantes de alto peso molecular: SOD: Cu-Zn SOD y Mn SOD; Catalasa; Glutatión 

peroxidasa (GPx); Glutatión reductasa GR; Glutatión-S-transferasa (GST). 

 

Cuadro 3. Enzimas antioxidantes de alto peso molecular (Modificado de Cárdenas-Rodríguez et al., 2013). 

 
Enzima Características Reacción general 

Superóxido dismuta¡a Cu-Zn SOD. m 
(SOD) citoplasma, homodímero 

~ 
de 32.5 kDl 201 - + 2W • H10 1 +01 

Mn-SOD. matri z 
Cu-Zn SOD 

m 
Mn-SOD 

mitocondrial ,: 
homotetriÍmao d. 95 
kDa. 

Catal15a E, mitocondri a y 
(CAl) peroxisomas; tetriÍmero lB¡O¡ 

~, 

olB¡O+O¡ 
de 240 kDa. 

Glulillión peroxidasa Cuenli '" múltiples 
(GPx) isofoJ]Jlas; tetriÍmero de H¡O¡ + 2GSH '" I GSSG + H¡O 

85 kDa. 
'" ROOH+ 2GSH I GSSG + ROH + H10 

Glutatión reductasa E, citoplasma y 
(G R) mitocondria. 120 kD., 

" coenZlma FAD+ en " GSSG+ NADPH +W_NADP"'+ 2GSH 
sitio activo. Cuenta con 
do. subunidades d. 
proteÍllas 

Glutatión-S- transfaasa Dil'idida ffi ruatro O" 
(GSl) familias mayores (a, 11. R}': +GSH • RSG +HX 

It, e) y cuatro menores 
I (ó, O, " , ..,,). 

TIorred oxina E, .1 reticulo 
Trx-{SH)¡ + proteÍll I -S¡ ~Trx-S¡ + proteÍll I -{SH)¡ (f~) endoplásmico; "" d. 

12 kDa. 
Paoxirredoxin15 Diméricu de aprex. 23 

(Pn<,) kDa; '" residuos d. Prx(-SH)¡ + lB¡O¡ ~ o Prx-S¡ + lB¡O + O¡ 
cisuÍIla ffi " centre Trx puede re¡t;men r la forma reducida de Prx: 
canlitico. 

~ 

Prx-S1 + Trx-{SHh - Prx(-SHh + Trx-S1 
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1.5.2. Antioxidantes de bajo peso molecular: Glutatión (GSH); Vitamina C (ácido 

ascórbico); Vitamina E; Selenio; Flavonoides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 4. Antioxidantes de bajo peso molecular. 
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1.6. Ácido Kaínico (AK) 

1.6.1. Características químicas 

 

El ácido kaínico (ácido 2-carboxi-3-carboximetil-4-isopropenilpirrolidina) tiene una 

estructura cíclica cuya fórmula molecular es C10H15NO4  (Fig. 5) 

 
Fig. 5. Estructura del Ácido Kaínico (tomado de Jane et al., 2009). 

 
Por su estructura química es un análogo del L-glutamato (Coyle, 1987; Wang et al.,  

2005) y cuyas propiedades biológicas se describen más adelante. 

 

1.6.2. Generalidades del AK 

 

El AK fue aislado a principios de 1950 del alga roja japonesa Digenea simplex 

(Murakami et al., 1953; Coyle, 1987; Wang et al.,  2005). Más tarde en 1970, se 

comprobó que inducía respuesta excitatoria en las neuronas corticales de rata (Shinozaki 

y Konishi, 1970). Los primeros estudios que demostraron el efecto de la aplicación del 

AK sobre neuronas del hipocampo se publicaron en 1978 en los se demostró que la 

inyección intraventricular de AK en ratas causaba la degeneración neuronal en la región 

CA3 del hipocampo (Nadler et al., 1978). 

 

1.6.3. Propiedades biológicas  

 

Los primeros reportes de las propiedades biológicas del AK datan del año 1950 después 

de la segunda guerra mundial en Japón, en donde se utilizaba para remover parásitos 

intestinales de Ascaris lumbricoides (Zheng et al., 2011). 

 

Es a partir de mediados del siglo XX, que se reporta al AK como un análogo cíclico del 

glutamato (Vincent y Mulle, 2009; Bloss y Hunter, 2010), por lo que, se le atribuyen 

propiedades como una sustancia de tipo excitador en el sistema nervioso, además de 



 
15 

 

actuar como una neurotoxina (Vincent y Mulle, 2009). Debido a esto, el AK se 

comenzó a utilizar como epileptogénico en modelos de daño neurodegenerativo a través 

de la interacción con los receptores kainato (rKA) presentes en el sistema nervioso 

(Zheng et al., 2011). La acción del AK se atribuye a su unión a los receptores Kainato 

(rKA), los cuáles son tetrámeros homo y heteroméricos ensamblados por la 

combinación de cinco subunidades diferentes (GluK1–GluK5) (Carta et al., 2014).  

 

El AK en exceso al actuar sobre sus receptores kainato induce  gran número de eventos 

celulares como el flujo de Ca2+, la producción de especies reactivas de oxigeno (ERO) y 

disfunción mitocondrial, lo que deriva en apoptosis y necrosis (Olney et al., 1974; 

Donaldson et al., 1983; Wang et al., 2005). Se ha visto que la liberación de altas 

cantidades de glutamato (Coyle y Puttfarcken, 1993; Dykens, 1994) y posterior 

liberación de Ca2+, representan uno de los factores determinantes en el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas debido a la excitotoxicidad (Dabbeni-Sala, 2001; 

Zheng et al., 2011). De acuerdo a Wang et al., (2005), la administración sistémica de 

AK en roedores genera cambios patológicos entre los que destacan las convulsiones, 

cambios de conducta, estrés oxidativo por ERO y ERN, muerte neuronal y activación de 

la glía. 

 

1.6.4. Participación del estrés oxidante y lipoperoxidación por ácido kaínico 

 

Los receptores de AK modulan la actividad excitatoria pre y post sináptica (Campbell et 

al., 2007; Youn y Randic, 2004), la activación de estos genera la despolarización en la 

membrana y el incremento del flujo de calcio celular, elemento que activa la cascada de 

muerte neuronal (Brorson et al., 1994) (fig. 6). Debido al efecto del AK sobre sus 

receptores, la mitocondria recarga grandes cantidades de Ca2+ (Babcock et al., 1997), 

por lo que se genera la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Reynolds y 

Hasting, 1995).  

 

La administración del AK genera ERO y ERN, esto se comprueba por la formación de 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y la disminución de la actividad 

antioxidante en el cerebro de rata (córtex, cerebelo, tallo cerebral) (Swamy et al., 2009). 

La estimulación de estos receptores  produce óxido nítrico (NO•) el cual modula la 



 
16 

 

transmisión de glutamato así como la inducción de cambios en la señalización neuronal 

(Nakaki et al., 2000; Prast y Philippu, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6. Cascada de daño inducido por AK (Modificado de Wang et al., 2005). 

 

La hiperexcitabilidad por AK provoca crisis convulsivas que generan inflamación, que 

como se mencionó antes, COX-2 genera muerte neuronal por la producción de ERO 

(Kim et al., 2011) y estimula la pérdida de neuronas del hipocampo después de la 

administración de AK. Las convulsiones generan productos de la lipoperoxidación, tales 

como isoprostanos F(2) e isofuranos los cuales también generan inflamación. Lo 

anterior determina su importancia como marcador de daño por estrés oxidativo in vivo 

(Patel et al., 2007). El NO• interviene a través de la activación de la microglía y 

macrófagos, debido a que el AK genera ERO y ERN en la neuroglia. Las ERO 

producidas desestabilizan las membranas y ocurre una despolarización mediada por la 

activación del receptor AMPA/KA, misma que genera una disfunción relacionada con 

las enfermedades neurodegenerativas (Carriedo et al., 1998) 
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2. Justificación  

Se ha visto que el extracto metanólico de Heterotheca inuloides ofrece un efecto 

protector ante el daño por estrés oxidante. El estrés oxidante es uno de los principales 

agentes de daño en múltiples trastornos neurológicos y sistémicos. La medicina 

tradicional ofrece gran cantidad de especies vegetales como el árnica mexicana 

(Heterotheca inuloides), la cual ha demostrado tener propiedades antioxidantes debido a 

la presencia de flavonoides. Por lo cual, el  uso de compuestos de origen natural 

representan una opción terapéutica accesible 

 

3. Pregunta de investigación 

¿La administración previa del extracto metanólico de Heterotheca inuloides modificará 

los niveles de lipoperoxidación en ratas con daño inducido por ácido kaínico? 

 

4. Hipótesis 

La administración del extracto metanólico disminuirá los niveles de lipoperoxidación 

inducidos por ácido kaínico, en los diferentes órganos de las ratas estudiadas. 

 

5. Objetivo general 

Evaluar el efecto del extracto metanólico de Heterotheca inuloides en la 

lipoperoxidación presente en diferentes órganos de roedor posterior a la administración 

sistémica de ácido kaínico. 

 

5.1 Objetivos particulares 

 

5.1.1 Cuantificar los niveles de proteína para evaluar la lipoperoxidación presentes en 

los tejidos de rata estudiados posterior a la administración ácido kaínico, en presencia y 

ausencia del extracto metanólico de H. inuloides mediante el método Lowry. 

 

5.1.2 Determinar los niveles de lipoperoxidación en los diferentes tejidos de rata 

estudiados posterior a la administración ácido kaínico en presencia y ausencia del 

extracto metanólico de H. inuloides mediante la prueba del Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS). 

 

 

https://docs.google.com/document/d/1ApztAsabtqZDtnJ8Hpwsk4UWGVQ-oOqaejyOiYX67ro/edit#/h
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6. Metodología 

 

6.1 Reactivos 

El sulfato de cobre (II) (CuSO4), 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO), tartrato de sodio 

y potasio tetrahidratado, reactivo Fenol Folin & Ciocalteu, TRITON X-100 

(Octilfenoxipolietoxietanol), carbonato de sodio (Na2CO3), albúmina sérica bovina 

(ASB), ácido clorhídrico (HCl), ácido tiobarbitúrico (TBA), Deferoxaminamesilato 

(DFO) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). El potasio dihidrógenofosfato, el 

di-sodio dihidrógeno fosfato, el sodio hidróxido (NaOH) y ácido tricloroacético (TCA) 

de MERCK-México SA. El ácido kaínico (C10H15NO4) de  Tocris Bioscience, agua 

estéril inyectable (Pisa). 

 

Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico. 

 

6.2 Sujetos experimentales 

 

Para el manejo y uso de animales y eliminación de desechos se siguieron los 

lineamientos establecidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999 y 

NOM-087-ECOL-1995), con registro en el Instituto Nacional de Pediatría (INP, número 

de protocolo 016/2014. Se utilizaron ratas macho juveniles cepa Wistar (Rattus 

norvegicus) de 180- 220 g., se  dividieron en seis grupos con una n=6. Se mantuvieron 

en el bioterio del Instituto Nacional de Pediatría en cajas de acrílico transparente, 

condiciones de temperatura (21 ± 1 °C), humedad relativa (50-60%) e iluminación 

luz/oscuridad de 12/12 hr., aire filtrado (5 mm., de partículas) con intercambio de 18 

veces/h. Se proporcionaron dietas comerciales estándar esterilizadas ad libitum (Harlan 

2018S Teklad) y agua filtrada.  

 

7. Desarrollo experimental 

 

7.1 Obtención y clasificación de Heterotheca inuloides 

 

El extracto metanólico de Heterotheca inuloides fue una del Dr. Guillermo Delgado 

Lamas del Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Química, UNAM.  
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Los ejemplares de Heterotheca inuloides fueron recolectados en Zacapoaxtla, Puebla, 

México y clasificado por la Bióloga Myrna Mendoza Cruz (Myrna Mendoza C 15, 375). 

 

7.2 Preparación de los extractos 

 

Se obtuvieron las inflorescencias de H.inuloides (2 Kg), las cuales se colocaron en una 

cámara de secado a 37 °C. Posteriormente se depositaron en recipientes de vidrio 

(capacidad de 2L) a los cuáles se agregó 1.5 L de metanol y se dejó reposar durante 24 

horas. El sobrenadante obtenido se coló y se repitió el proceso con el triturado tres veces 

más. Para evaporar lo solventes, los sobrenadantes se colocaron en rotovapores y se 

obtuvo el extracto puro (15 gramos en total) (Coballase, 2010). 

 

7.3  Experimentos in vivo 

 

Para los experimentos in vivo el extracto metanólico se disolvió en amortiguador de 

fosfatos pH 7.2. Los tratamientos de AK, AF y M se aplicaron durante seis días (a 

excepción del grupo C que no recibió tratamiento) los cuales se describen en el cuadro 

5. 

 

Cuadro 5. Tratamientos, dosis, vías de administración y duración. 

* Para los grupos con Ácido Kaínico, este se aplicó el último día de tratamiento (sexto 

día). 

 

Grupos experimentales Dosis Vía de 

administración 

Duración (días) 

Control Sin tratamiento - 1-6 

Amortiguador de fosfatos 

(A.F) 

1.5 ml/kg Oral 1-6 

Extracto metanólico (M) 100 ml/kg Oral 1-6 

Ácido Kaínico (A.K) 1 dosis de 10 ml/kg Intraperitoneal 6* 

AK+A.F 10 ml/kg / 1.5 ml/kg Intraperitoneal 6*  

A.K+M 10 ml/kg / 100 ml/kg Intraperitoneal/Oral 6* / 1-6 



 
20 

 

La administración vía oral se realizó con sondas de alimentación estéril (calibre 5 FR, 

long. 38.5 cm., TECMED, Estado de México) para los grupos con A.F y M. Los grupos 

con Ácido Kaínico fueron inyectados con jeringas ultra finas (BD Ultra Fine de 0.3ml 

o 3/10 cc) vía intraperitoneal. El sexto día de tratamiento posterior a la aplicación del 

AK, se realizó la observación conductual durante 4 horas con el objetivo de corroborar 

el efecto de esta sustancia. Los animales fueron sacrificados por decapitación 

(Guillotina de 10 lb., World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, EUA) y se 

extrajo el cerebro (seccionado en corteza, médula oblongada, hemisferios y cerebelo), 

hígado y riñón. Los órganos extraídos se mantuvieron en ultracongelador a -80 °C hasta 

su uso. 

 

7.3.1  Homogenados 

 

Se pesó con una balanza analítica (AE-CB) 1gr. de cada órgano y se homogenizó con 

amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 7.4 /Tritón-X100 al 10%) con un politrón 

(Polytron PT 10-35). Se centrifugaron los tejidos a a 64, 396 G por 30 min., y  se 

obtuvo el sobrenadante para realizar las pruebas correspondientes a cuantificación de 

proteínas (Lowry et al., 1951), y determinación de la lipoperoxidación por el método de 

TBARS (Janero, 1990).  

 

7.4 Cuantificación de proteínas 

 

La cuantificación de proteínas de cada tejido analizado (cerebelo, corteza, hemisferios, 

médula oblongada e hígado y riñón) se realizó mediante el método colorimétrico de 

Lowry, el cual presenta una gran sensibilidad y rango de aplicación (1 mµ/mL a 1.5 

mg/mL) que permite la valoración cuantitativa de proteínas por absorbancia. Para ello 

se realizó la curva patrón con albúmina bovina sérica (0.01 g/ml) y agua destilada y se 

prepararon los siguientes reactivos: A) Carbonato sódico al 2% en NaOH 0.1 M;  B) 

Sulfato Cúprico al 1%; C) Tartrato sódico potásico al 2% y D) Mezcla de los reactivos 

A, B y C. El reactivo AB se agregó a la curva y a las muestras (sobrenadante) y se dejó 

reposar por 10 minutos. A continuación se añadió el reactivo de Folín-Ciocalteau y se 

dejó reposar por 30 minutos. Las absorbancias se leyeron a 660 nm en 

espectrofotómetro (EPOCH Biotek Instruments, Inc, Highland Park, EUA). 
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Los resultados  fueron  expresados en mg/mL de proteína y se utilizaron para obtener 

los valores de  lipoperoxidación de cada tejido.  

 

7.5  Determinación de la lipoperoxidación  
 

Para la determinación de la lipoperoxidación inducida por Ácido Kaínico se utilizó el 

método colorimétrico de la reacción del ácido tiobarbitúrico y las especies reactivas 

(TBARS). La formación de un complejo de color rosado a rojizo es el indicativo de la 

reacción entre el ácido tiobarbitúrico (TBA) y el malondialdehído (MDA), un 

subproducto de la lipoperoxidación presente en los tejidos. Se utilizó la técnica de 

Janero (1990), en la cual se realizó la curva patrón con TMPO. Para las muestras se 

utilizaron las diluciones 1:10 de cerebro y 1:50 de hígado y riñón. El reactivo TBA se 

preparó con TBA, HCl, TCA y  DFO disuelto en agua desionizada. La solución de TBA 

se mantuvo en oscuridad. Posteriormente en placas de poliestireno de 96 pozos (Costar, 

Corning, NY, USA) se colocó 50 µl de muestra por triplicado (dilución) y se agregaron 

250 µl de solución TBA. En un baño maría a temperatura de ebullición (Thermomix 

1420) se colocó la placa durante 15 min., hasta notar un cambio de color en las 

muestras. Las placas se enfriaron a temperatura ambiente y se obtuvieron las 

absorbancias a 530 nm en espectrofotómetro (EPOCH Biotek Instruments, Inc, 

Highland Park, EUA). Los resultados fueron expresados en  mg de proteína/nmol MDA 

debido a que se utilizaron los valores de proteína obtenidos en el punto anterior.  

 

7.6 Análisis estadístico 

 

Los datos fueron representados con la media ± la D.E. de n=6, por triplicado, se utilizó  

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y prueba de comparación múltiple Dunett 

(GraphPad Prism 5.0, USA). Se consideró una p<0.05 para ser estadísticamente 

significativa.  
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8. Resultados 

 

8.1 Determinación de la lipoperoxidación 

 

Los valores de la concentración de MDA en las muestras analizadas permitieron 

demostrar el daño por estrés oxidante debido al AK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

La figura 7 muestra los valores de MDA en cerebelo, observándose al grupo AK con un 

valor promedio de 228 mg/mL de proteína/ nmol de MDA que representa el 100% de 

daño. El grupo C, A.F y M presentaron valores basales (sin efectos de la 

lipoperoxidación) que fueron de 19.67, 38.98 y 23.18 mg/mL de proteína/ nmol de 

MDA respectivamente. El grupo de A.F+AK no presentó significancia vs el grupo AK,  

lo cual nos indica que el amortiguador de fosfatos no modifica la acción del AK. El 

grupo AK+M mostró un decremento de MDA estadísticamente significativo de  87.84% 

respecto al grupo AK y con un valor promedio de 27.72 mg/mL de proteína/ nmol de 

MDA, valor similar a los grupos con valores basales.    

 

Figura 7. Efecto de la lipoperoxidación en cerebelo: Control (C) sin tratamiento; A.F= amortiguador de 

fosfatos  [1.5  mL/Kg; ip] –vehículo-; A.K= Ácido Kaínico [10  mg/Kg; ip] , M= Metanólico [100  mg/Kg; 

ip] + A.K [10 mg/kg ; ip];  A.F+A.K= Ácido Kaínico disuelto en amortiguador de fosfatos [1.5  mL/Kg + 10  

mg/Kg (ip) y AK+M= extracto metanólico [100  mg/Kg ; vo] + Ácido Kaínico [10mg/kg ; ip]. Los datos son 

presentados como la media ± D.E de n =6, por triplicado. F (10.9);  ** p < 0.0004  vs los grupos C, A.F, M, 

AK y AK+M. Grupo AK  ns  respecto al grupo A.F+A.K. 
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En corteza (figura 8), el grupo AK presentó el mayor efecto de la lipoperoxidación con 

un valor promedio de 201.2 mg/mL de proteína/ nmol de MDA, que corresponde  al 

100% de daño. Respecto a los grupos sin tratamiento de AK, los valores basales 

promedio de MDA fueron los siguientes: 20.02 (C), 27.23 (A.F),  26.16 (M)  mg/mL de 

proteína/ nmol de MDA respectivamente. El grupo A.F+AK no presentó significancia 

vs el grupo AK. El grupo AK+M presentó un decremento del 86.13% de disminución de 

daño respecto al grupo AK y con valor promedio de 27.89 72 mg/mL de proteína/ nmol 

de MDA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
. 

 

 

Figura 8. Efecto de la lipoperoxidación en corteza. Los datos son presentados como la media ± D.E de n 

=6, por triplicado. F (24.9);  ***p < 0.0001 vs los grupos C, A.F, M, AK y AK+M. Grupo AK  ns  

respecto al grupo A.F+A.K. 

 

Figura 9. Efecto de la lipoperoxidación en médula oblongada. Los datos son presentados como la 

media ± D.E de n=6, por triplicado. F (53.3); *** p < 0.0001 vs los grupos C, A.F, M, AK y 

AK+M. Grupo AK  ns  respecto al grupo A.F+A.K. 
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El efecto de la lipoperoxidación en médula oblongada (figura 9), presenta un valor 

promedio de daño por AK de 128.8 mg/mL de proteína/ nmol de MDA (100% de daño).  

Los grupos C, A.F, M presentaron valores basales de MDA de 11.31, 20.84 y 23.16 

mg/mL de proteína/ nmol de MDA) respectivamente. El grupo de A.F+AK no presenta 

significancia respecto vs el grupo AK. El grupo AK+M disminuyó un 79.08% la 

lipoperoxidación por MDA respecto al grupo AK, lo cual representa un 26.94 mg/mL 

de proteína/ nmol de MDA que se acerca a los valores basales de los grupos C, A.F y 

M.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura 10 de hemisferios muestra el grupo AK con un valor promedio de 134.1 

mg/mL de proteína/ nmol de MDA (100% de daño). Los grupos C, A.F y  M  

presentaron valores basales de MDA de 19.59, 36.11 y 23.78 mg/mL de proteína/ nmol 

de MDA respectivamente. El grupo de A.F+AK no presenta significancia respecto al 

grupo AK. Mientras tanto el grupo AK+M  disminuyó los valores de MDA en un 

71.07% (38.79 mg/mL de proteína/ nmol de MDA)  respecto al grupo AK.  

 

 

 

 

Figura 10. Efecto de la lipoperoxidación en hemisferios.  Los datos se presentan  como la media 

± D.E de n =6, por  triplicado. F (116); *** p < 0.0001 vs los grupos C, A.F, M, AK y AK+M. 

Grupo AK  ns  respecto al grupo A.F+A.K. 
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En hígado (figura 11) el valor del grupo AK presenta el mayor valor de daño con un 

311.23 mg/mL de proteína/ nmol de MDA (100% de daño). Los grupos basales 

presentaron valores de 76.09 (C), 102.40 (A.F)  y  122.06 (M) mg/mL de proteína/ nmol 

de MDA respectivamente. El grupo A.F+AK no presenta significancia vs el grupo AK. 

El grupo AK+M presenta una disminución de  MDA de un 54.88%  (140.4 mg/mL de 

proteína/ nmol de MDA) respecto al 100% de daño en el grupo AK. 

.  

 
Figura 12. Efecto de la lipoperoxidación en riñón. Los datos se presentan como  la  media ± D.E 

de n =6, por triplicado. F (92.2);  *** p < 0.0001 vs los grupos C, A.F, M, AK y AK+M. Grupo 

AK  ns  respecto al grupo A.F+A.K. 

Figura 11. Efecto de la lipoperoxidación en hígado.  Los datos se presentan como la media ± D.E 

de n =6, por  triplicado. F (100);  *** p < 0.0001 vs los grupos C, A.F, M, AK y AK+M. Grupo 

AK  ns  respecto al grupo A.F+A.K. 
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En la figura 12 de riñón, el grupo AK tuvo un valor promedio de 290.67 mg/mL de 

proteína/ nmol de MDA.  Se observan los valores basales  en los grupos C, A.F y M de 

74.43, 98.81 y 112.53 mg/mL de proteína/ nmol de MDA respectivamente. El grupo 

AF+AK no presentó significancia vs el grupo AK. El grupo AK+M disminuyó en un 

47.63%  (152.2 mg/mL de proteína/ nmol de MDA) los valores de MDA en riñón, 

respecto al 100% de daño por el AK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13.  Disminución de los valores de lipoperoxidación posterior a la administración del 

extracto metanólico de Heterotheca inuloides (mgl/mL de proteína / nmol de MDA) respecto a 

los grupos con AK en todos los tejidos: cerebelo, corteza, médula oblongada, hemisferios, 

hígado y riñón. Grupos AK en negro. 

 

En la figura 13 se presenta a todos los grupos AK+M  y la disminución del MDA 

posterior a la administración del el extracto metanólico de H. inuloides. En negro se 

presenta a los grupos AK de caja tejido analizado. La relación es tejido dependiente, por 

lo cual, los valores para cerebro son menores a los de hígado y riñón.  
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9. Discusión 
 
Se ha propuesto que la producción de especies reactivas es uno de los principales 

eventos que determinan el daño en diferentes tejidos o células. En este sentido, el estrés 

oxidante interviene en un gran número de enfermedades neurodegenerativas y a nivel 

sistémico como: la epilepsia, Parkinson, enfermedad de Hungtinton, Alzheimer, 

diabetes, síndrome metabólico, artritis reumatoide, aterosclerosis, envejecimiento, entre 

otros.   

 

En este trabajo se estudió el efecto del ácido kainico como prooxidante, análogo del 

glutamato que genera despolarización y favorece la hiperexcitabilidad neuronal e 

interviene en la formación  y aumento de especies reactivas. La entrada masiva de Ca2+  

genera  daño celular por activación de  la glía y mediadores inflamatorios  (Bruce y 

Baudry , 1995; Chen  et al., 2004; Ravizza et al., 2005; Zhang  et al., 2007; Lu et al., 

2008),  estrés oxidante del retículo endoplásmico (Sokka et al., 2007), alteración en el 

funcionamiento mitocondrial, neurodegeneración (Nadler, 1981; Ben-Ari, 1985; 

Vincent y Mulle, 2009; Szaroma et al., 2012; Quincozes-Santos  et al., 2014; Mohd 

Sairazi et al., 2015) y necrosis (Coyle y Puttfarcken, 1993; Choi, 1993; Cock, 2002; 

Waldbaum y Patel, 2010). Esta sustancia presenta gran afinidad  por la región CA1, 

CA3 y giro dentado del hipocampo (Campbell  et al., 2007)  que presentan gran riqueza 

de receptores kainato, favorecen la liberación de glutamato y el flujo excesivo de Ca2+ 

(Youn y Randic, 2004; Campbell  et al., 2007), que determinan el daño por 

excitotoxicidad  (Nadler, 1981; Ben-Ari, 1985; Ben-Ari y Cossart, 2000; McKhann et 

al., 2003;Ryan  et al., 2014; Rowley et al., 2015, MohdSairazi et al., 2015). De esta 

manera, uno de los organelos más importantes en la generación de ATP, regulación de 

Ca2+ y que interviene principalmente en la formación de ERO y ERN es la mitocondria 

(Quincozes-Santos  et al., 2014; Nicholls y Budd, 1998). 

 

La consecuencias del incremento de calcio en la mitocondria es la desregulación de la 

cadena respiratoria que disminuye la síntesis de ATP y favorece la sobreproducción de 

ERO y ERN, por lo que se genera falla bioenergética y posterior neurodegeneración 

(Nicholls y Budd, 1998; Kritis et al., 2015). Los resultados de este daño son  la 

disfunción sináptica, fallo en la plasticidad neuronal y muerte celular vía apoptosis, 

necrosis y/o autofagia. De esta manera, los eventos antes mencionados contribuyen al 
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daño por lipoperoxidación y posterior desestabilización de la membrana (Nicholls y 

Budd, 1998). Un mecanismo propuesto  por el cual se genera el MDA por AK, es 

debido a las crisis que inducen la formación del radical superóxido debido al incremento 

en la expresión de la NADPH y la óxido nítrico sintasa  (NOS) (Pan et al., 2008), así 

como la presencia de metales como el  Cu2+ y Fe2+ (Liang et al., 2000). Por otro lado,  

el radical OH•,  modifica la excitabilidad neuronal en conjunto con el peróxido de 

hidrógeno (no radical) (Murphy, 2009; Zeng et al., 2013; Hauck y Bernlohr, 2016), que 

favorece la oxidación de proteínas, lípidos y DNA. 

Los resultados de este trabajo mostraron que los grupos experimentales tratados con AK 

presentaron el máximo de daño por lipoperoxidación. El incremento en los niveles de 

MDA, comprueba el establecimiento del estrés oxidante por AK, lo que ha sido 

reportado en los trabajos de Kim  et al, 2011; Friedman  et al., 2013 y Si  et al., 2016. 

Resultados similares con el modelo de AK ha sido reportados por Frantseva et al. 2000, 

Tejada et al., 2007, Pérez-Vizcaíno et al., 2009 y  Shin et al., 2011 por mencionar 

algunos. Los eventos ocasionados por  AK  son el estrés oxidante (principalmente), 

ruptura de la barrera hematoencefálica (BHA), la astrogliosis, activación de mediadores 

inflamatorios como el factor nuclear kappa (BNF-κB), incremento de la susceptibilidad 

al daño neuronal por excitotoxicidad y posterior muerte celular (Shin et al., 2014).   

 

Liang et al., (2000)  demostraron que la administración sistémica de AK en ratas  

generaba el incremento del  radical superóxido en hipocampo y mediaba la muerte 

neuronal. Otro posible mecanismo es la formación del radical superóxido por el 

incremento en la expresión de la NADPH y la sintasa de óxido nítrico (Pan et al., 2008), 

así como la presencia de metales como el  Cu2+ y Fe2+ (Liang et al., 2000). Asimismo,  

el radical OH•,  modifica la excitabilidad neuronal en conjunto con el peróxido de 

hidrógeno (no radical) (Murphy, 2009; Zeng et al., 2013; Hauck y Bernlohr, 2016), 

oxidando proteínas, lípidos y DNA. 

 

Se ha observado que el AK favorece el  incremento del NO en cerebro  (Alderton et al., 

2001; Sharma et al., 2008). El NO en el cerebro modula el  flujo sanguíneo e interviene 

en la liberación de neurotransmisores debido a que atraviesa las membranas celulares 

(Valko et al., 2006). Cuando este aumenta en el organismo, participa en la generación 

de especies reactivas como el peroxinitrito (ONOO-) en presencia del radical 
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superóxido (O2 •-), anión altamente reactivo que oxida de manera directa proteínas, 

lípidos y DNA (Lipton et al., 1993; Szabó et al., 2007). De esta manera también se 

activan vías apoptóticas y la potenciación del daño por excitotoxicidad debido a la 

recaptura de glutamato, la modulación de la fosforilación oxidativa y la modificación 

postraduccional  (PTM) (Aguiar et al., 2012). Otros modelos de daño que  evidencian el 

incremento de NO, son el arginina, bicuculina, pentilenetetrazol (PTZ), pilocarpina  

(Chavko et al., 2003; Mollace et al., 1991; Osonoe et al., 1994; Wang et al., 1994; 

Chuang et al., 2007; Maggio et al., 1995). Por otro lado se ha reportado que el daño en 

hipocampo por la administración de AK  recluta áreas que comprenden  los astrocitos y 

microglía, así como de mediadores proinflamatorios que contribuyen al proceso 

neurodegenerativo (McGeer et al., 1988; Matsumoto et al., 1992). Otro de los 

mecanismos de  daño neuronal debido al AK es la activación de citocinas en la glía, las 

cuáles se sabe participan en la degeneración neuronal. Este daño incrementa cuando se 

generan otros mediadores inflamatorios como la interleucina-6 (IL-6) y  el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α) en conjunto con la IL-1β (Ravizza et al., 2005; Zhang y 

Zhu, 2011). Los resultados obtenidos en los tejidos cerebrales demostraron actividad 

tejido-dependiente, pues las diferencias de MDA se pueden atribuír a la distribución de 

los receptores afines a glutamato y que en este caso se activan por el AK. Lo cual 

favorece la activación de los mecanismos de daño antes mencionados.   

 

En hígado y riñón, los niveles de MDA aumentaron significativamente respecto a los 

grupos control, lo cual ha sido reportado también por Szaroma et al., (2012), en el cual 

la administración del AK vía intraperitoneal generó la disminución de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT, GPx).  Se ha propuesto que el AK genera daño en el hígado 

debido a la exposición a esta sustancia, lo que ha sido reportado por Tang et al., (1998), 

a través del incremento de  marcadores de daño como la 8-OH-dG. Sin embargo, el 

efecto en hígado permanece desconocido. En cuanto a la nefrotoxicidad también se 

demuestra la participación del estrés oxidante asociado al incremento en los niveles de 

la lipoperoxidación, este desbalance induce el crecimiento de tumores por el daño al 

DNA y la activación de vías de proliferación celular (Gorrini et al., 2013).  Sin 

embargo, en los trabajos de Trujillo Silva (2015) y Szaroma et al., (2012), se demuestra 

que ocurre la reducción de las enzimas antioxidantes, GSH, GPx, CAT y GR, 

disminución de la actividad de Nrf2 y la nitración de proteínas por NO. Sin embargo, 
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ambos órganos intervienen en el metabolismo y detoxificación, por lo cual los valores 

de daño por MDA fueron mayores. 

 

Los grupos tratados previamente con el extracto metanólico de H. inuloides y en 

presencia de AK presentaron la disminución del daño causado por MDA. De esta 

manera el valor de protección fue de 87.84% en cerebelo, 86.13% en corteza, médula 

oblongada con 79.08%  y hemisferios con 71.07%, estos valores fueron similares a los 

grupos C, A.F y M. En el caso de hígado, la disminución del daño fue del 54.88% y en 

riñón de 47.63%, sin embargo, los valores se mantuvieron cercanos a los grupos control.  

 

Estudios recientes se han centrado en buscar alternativas para el tratamiento de 

enfermedades sistémicas y neurodegenerativas. A través de múltiples estudios se ha  

demostrado que la adición a la dieta de complementos de origen vegetal disminuyen el 

daño por estrés oxidante debido a la composición química que estos presentan (Parihar 

y Hemnani, 2003). Los antioxidantes presentes en estos complementos son capaces de 

donar radicales hidrógeno que previenen la oxidación y efectos secundarios como la 

lipoperoxidación (Škrovánková et al., 2012).  Diversos trabajos  han reportado, el efecto 

benéfico de antioxidantes exógenos que inhiben la liberación de calcio, mejoran el 

sistema antioxidante, disminuyen la generación de especies reactivas y la 

lipoperoxidación (Coyle y Puttfarcken et al., 1993; Cui et al., 2005; Sok et al., 2005; 

Hou, 2011). 

 

Entre los fitoquímicos que favorecen el efecto antioxidante están los compuestos 

fenólicos, flavonoides, polifenoles, alcaloides, taninos, antocianinas, carotenoides y 

terpenoides (Masella, et al., 2004; Parihar y Hemnani, 2003; Ullah et al., 2014; Ozkan 

et al., 2016). Es importante resaltar que además de su actividad antioxidante, estos 

compuestos presentan efecto quelante,  antiinflamatorio, antitumoral, anticancerígeno, 

antibacterial, antiviral y antiapoptótico (Süntar et al., 2010; Mahdy  et al., 2011; Özkan 

y Erdoğan, 2011; Albayrak y Aksoy, 2012; Aktumsek et al., 2013; Dalar y Konczak, 

2013; Ozbilgin  et al., 2013; Sarikurkcu et al., 2015 y Zengin et al., 2014, 2015, 2016). 

 

Los fitoquímicos presentes en especies vegetales como el té verde y rojo, olivo, Gingko 

biloba, Panax ginseng, berberina, curcumina y el árnica mexicana presentan estructuras 

químicas que determinan sus propiedades, principalmente la capacidad antioxidante. La 
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acción antioxidante de los flavonoides depende de su capacidad de reducir radicales 

libres y quelar metales, lo que impide que se lleven a cabo reacciones catalizadoras que 

intervienen en su formación (principalmente la reacción de Fenton y Haber-Weiss) 

(López-Luengo, 2001; Cheng et al., 2002), por lo que pueden inhibir la 

lipoperoxidación y tienen la capacidad de favorecer el sistema enzimático antioxidante 

(GSH, SOD, GR, GPx) (Parihar y Hemnani, 2003).   

 

De los compuestos más abundantes dentro de los polifenoles se encuentran los 

flavonoides, estos presentan estructura del tipo C6-C3-C6 con dos anillos aromáticos A y 

B (tipo benceno) unidos entre sí por un anillo de pirano C (Martínez-Florez et al., 

2002). Los flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo aromático 

(polifenólicas) y su capacidad antioxidante está asociada a la presencia de los grupos 

hidroxilo, por lo que un mayor número de estos grupos potencia su efecto (Silva et al., 

2002). Los compuestos fenólicos poseen uno o más anillos aromáticos y uno o más 

grupos hidroxilo, los cuales donan un  átomo de hidrógeno o electrones a los radicales 

libres y favorecen su estabilización (Škrovánková et al., 2012). De manera específica, 

un flavonoide está compuesto por sustituyentes hidroxilo en la posición 5 del anillo A y 

3 del anillo C; un grupo catecol en las posiciones 3' y 4' del anillo B y un enlace doble 

en la posición 2 y 3 conjugado con la función 4-oxo (Furuno et al., 2002; Wang et al., 

2006; Yi et al., 2011) (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Cuando el anillo B tiene más de dos grupos hidroxilo se favorece la actividad 

antioxidante (Heim et al., 2002), estos sustituyentes estabilizan radicales como el 

superóxido, hidroxilo, peroxido y peroxinitrito, al transferir electrones que favorecen su 

a) 

b) 
Fig. 14. a) Estructura de un flavonoide; b) Características estructurales y biológicas 

(Modificado de Yi et al., 2011). 

b) 
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forma estable, el radical aroxil. En cuanto a la actividad quelante, se ha propuesto que 

existen sitios de unión al grupo catecol del anillo B (posición 3' y 4')  y la presencia de 

estos grupos favorecen la actividad antioxidante. De esta manera, los principales 

metales Fe 2+ y Cu+ que catalizan la formación del radical hidroxilo, son inhibidos e 

imposibilitados para participar en la lipoperoxidación lipídica (van Acker et al., 1996). 

El grupo hidroxilo en la posición 4' del anillo B actúa como inhibidor y reduce la 

xantina/ xantina oxidasa que interviene en la producción del radical superóxido (Wang  

et al., 2006). Todas estas características convierten a los flavonoides en excelentes 

atrapadores de radicales libres y por lo tanto su capacidad como potentes antioxidantes, 

los cuáles en su mayoría son metabolitos presentes en el extracto metanólico de H. 

inuloides. 

 

La caracterización de los metabolitos secundarios del extracto metanólico de H. 

inuloides demuestra que pueden actuar en sinergia, debido a la estructura que presentan, 

los cuáles han sido caracterizados en los trabajos de Kubo et al., 1994, Haraguchi et al., 

1997 y Coballase et al., 2010,  dentro de los cuales se encuentran: Quercetina, 

quercetina 3-O-glucósido, kaempferol, kaempferol 3-O-glucósido, kaempferol-

osoforosido, D-chiro-inositol, espinasterol, carvacrol, timol, spinasteril-3-O- β-D-

glucopiranósido 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno y 7-hidroxicadaleno. De estos 

compuestos Haraguchi et al., 1996, demostraron que los metabolitos del extracto 

metanólico de H.inuloides: 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno y 7-hidroxicadaleno 

inhiben la lipoperoxidación en hígado. La actividad de los metabolitos mencionados 

sobre la lipoperoxidación estaría relacionada a la capacidad que poseen para disminuir 

la concentración de superóxido, prevenir la iniciación de la reacción en cadena de la 

lipoperoxidación al atrapar radicales libres y su capacidad de quelar metales que 

determinan la formación de radicales libres (OH•). 

 

Otro posible mecanismo de acción propuesto de los flavonoides es como posibles 

ligando para los receptores GABAA que regulan la entrada de Cl- y favorecen la 

disminución de la hiperexcitabilidad por aumento de Ca2+ (Marder y Paladini, 2002; 

Hou, 2011). De esta manera, los flavonoides al ser metabolizados rápidamente por el 

organismo, actúan como metabolitos secundarios que activan los receptores GABAA 

(Fernández et al., 2006), lo anterior debido a las características fisicoquímicas de estos 

con los sitios del receptor. Se ha propuesto que el carbono 3' del anillo B y el anillo A 
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en posición 6 son los sitios de mayor afinidad al receptor de GABAA (Marder et al., 

1998; Kahnberg, et al., 2002; Marder, 2012), y ejercerían efecto similar al de las 

benzodiacepinas, anestésicos, barbitúricos, entre otros.  

 

En este trabajo se estudió el posible mecanismo de acción del extracto metanólico de H. 

inuloides por lo cual se propone que este efecto neuroprotector, hepatoprotector y 

nefroprotector se atribuye a los compuestos fenólicos que integran este extracto y su 

capacidad antioxidante que favoreció la disminución del MDA en los tejidos estudiados.   
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10. Conclusión 
 
 
En este estudio observamos la participación del estrés oxidante a través de la 

neurotoxicidad, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad  por la administración de ácido 

kaínico. Esta sustancia generó el aumento del marcador de daño, el malondialdehído 

(MDA) en los tejidos estudiados. De esta manera, el extracto metanólico de Heterotheca 

inuloides  produce un efecto antioxidante y protector al disminuir los valores de la 

lipoperoxidación en los grupos tratados con Ácido Kaínico. Este efecto se atribuye a los 

metabolitos presentes en el extracto que posiblemente actúan en sinergia para disminuir 

el daño por estrés oxidante. Por lo cual, el tratamiento con el extracto metanólico de 

H.inuloides representa un agente terapéutico para patologías relacionadas con el sistema 

nervioso central y en segundo plano con enfermedades a nivel sistémico.  
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