UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EVALUACION DEL EFECTO DEL EXTRACTO
METANOLICO DE Heterotheca inuloides EN LA
LIPOPEROXIDACION INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION DE ACIDO KAINICO EN
MURINO

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:
BIOLOGA
P R E S E N T A:

NATALIA HERNANDEZ VELASCO

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. ELVIA COBALLASE URRUTIA

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



HOJA DE DATOS

. Datos del alumno

Hernandez

Velasco

Natalia

044 557543 24 31

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

310051390

Datos del tutor
Doctora

Elvia
Coballase
Urrutia

Datos del sinodal 1
Doctora

Maria del Carmen
Minana

Solis

Datos del sinodal 2
Doctora

Maria de la Luz
Navarro

Angulo

Datos del sinodal 3
Doctora

Veronica

Monroy

Martinez

Datos del sinodal 4
Biologo

Francisco

Estrada

Rojo

7.
Evaluacion del efecto del extracto metanodlico de Heterotheca

inuloides en la lipoperoxidacion inducida por la administracion

Datos del trabajo escrito

de acido kainico en murino
2017

53 pp




AGRADECIMIENTOS

Esta tesis se realizo en el Instituto Nacional de Pediatria bajo el namero de
protocolo (016/2014) y al financiamiento de Fondos Federales 2015.

La donacion del extracto metandlico de Heterotheca inuloides fue por parte del
Dr. Guillermo Delgado Lamas (Instituto de Quimica, Laboratorio de Productos
Naturales, UNAM).



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Dedico ésta tesis con todo mi amor a mi mama Marcelina Hernandez Velasco quien
con todo su carifio, apoyo y esfuerzo ha logrado darme la confianza para llegar a
donde estoy. Sin ella, nada de esto seria posible... MUCHAS GRACIAS MAMA, TE
AMO 3

A mi hermano Andrés, cuya risa y ocurrencias me han motivado en momentos dificiles

y de desesperacion... TE AMO HERMANO 3

A mi tutora, Dra. Elvia Coballase Urrutia por toda su paciencia, carifio, ensefianzas y
apoyo incondicional que me han formado en todo este tiempo. MUCHAS GRACIAS
DRA. ELVIA 8

A mis dedicados, pacientes y entusiastas colegas-amigos de laboratorio Ana Paulina,
Montserrat, Omar y Tere. Su esfuerzo y aportacion fue indispensable para la

elaboracion y finalizacion de este trabajo... MUCHAS GRACIAS COMPANEROS 3

A mis sinodales Dra. Maria del Carmen Mifana, Dra. Maria de la Luz, Dra. Veronica
Monroy y Biol. Francisco Estrada por dedicar tiempo a la revision y correcciones
realizadas, asi como la ensefianza recibida a lo largo de la carrera... MUCHAS

GRACIAS A TODOS 3

A Saray, mi més preciada amiga de la carrera, que me ha acompafiado todo este tiempo
y cuyo carisma me ha sacado muchas sonrisas... MUCHAS GRACIAS SARAY POR
TU AMISTAD 3



INDICE
indice de cuadros y figuras
Abreviaturas
Resumen
1. Introduccion
1.1. Generalidades de Heterotheca inuloides
1.1.1. Descripcion de la planta
1.1.2. Distribucion geografica
1.1.3. Usos tradicionales del arnica mexicana
1.1.4. Composicion quimica
1.1.5. Propiedades Biologicas
1.2. Especies Reactivas y Estrés Oxidante
1.2.1. Generalidades
1.2.2. Radicales libres
1.3 Antecedentes
1.3.1 Heterotheca inuloides y su efecto antioxidante
1.4. Lipoperoxidacion
1.4.1. Definicion de Lipoperoxidacion
1.4.2. Generalidades

1.4.3. Efectos bioldgicos de la lipoperoxidacion

1.4.4. Cuantificacion de la lipoperoxidacion: Prueba del acido tiobarbitirico
(TBA)

1.5. Agentes Antioxidantes

1.5.1. Antioxidantes de alto peso molecular: SOD: Cu-Zn SOD y Mn SOD;
Catalasa; Glutation peroxidasa (GPx); Glutation reductasa GR; Glutation-S-
transferasa (GST).

1.5.2. Antioxidantes de bajo peso molecular: Glutation (GSH); Vitamina C (4cido

ascorbico); Vitamina E; Flavonoides.

1.6. Acido Kainico

1.6.1. Caracteristicas quimicas
1.6.2. Generalidad del AK
1.6.3. Propiedades biologicas

II
III

—

O© o0 o0 o0 o0 & i L L Bk~ W NN

—_
==

11
12

13

14
14
14
14



1.6.4. Participacion del estrés oxidante y lipoperoxidacion por acido kainico

2. Justificacion

3. Pregunta de investigacion
4. Hipotesis

5. Objetivo general

5.1 Objetivos particulares

6. Metodologia

6.1 Reactivos

6.2 Sujetos experimentales

7. Desarrollo Experimental

7.1 Obtencion y clasificacion de Heterotheca inuloides

7.2 Preparacion de los extractos

7.3 Experimentos in vivo

7.3.1 Homogenados

7.4 Cuantificacion de proteinas

7.5 Determinacion de la lipoperoxidacion

7.6 Analisis estadistico

8. Resultados

8.1 Determinacion de la Lipoperoxidacion
9. Discusion

10. Conclusion

11.Referencias bibliograficas

15
17
17
17
17
17
18

18
18

18

18

19

19

20

20

21

21

22
22
27
34
35


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

indice de cuadros y figuras

Cuadros

1. Compuestos aislados del extracto acetonico y metandlico de Heterotheca
inuloides.

2. Principales radicales y no radicales que conforman a las especies reactivas de
oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN).

3. Enzimas antioxidantes de alto peso molecular.

4. Antioxidantes de bajo peso molecular.

5. Tratamientos, dosis, vias de administracion y duracion.

Figuras

—

Ejemplar de Heterotheca inuloides.

Metabolitos secundarios aislados de H.inuloides.

Mecanismo en cadena de los radicales libres durante la lipoperoxidacion.
Formacion del aducto fluorescente rojo entre MDA y TBA.

Estructura del Acido Kainico.

Cascada de dao inducido por AK.

Efecto de la lipoperoxidacion en cerebelo.

Efecto de la lipoperoxidacion en corteza.

X N kv N

Efecto de la lipoperoxidacion en médula oblongada.

—
=)

. Efecto de la lipoperoxidacion en hemisferios.

[
[

. Efecto de la lipoperoxidacion en higado

—
N

. Efecto de la lipoperoxidacion en rifdn.

—_
(98]

. Disminucion de los valores de lipoperoxidacion.

_.
n

. a) Estructura de un flavonoide; b) Caracteristicas estructurales y bioldgicas de

un flavonoide.



ABREVIATURAS

3-NT 3- Nitrotirosina
4 HNE 4-hidroxinonenal
8-OHdG 8-hidroxi-2-deoxiguanosina
AK Acido Kainico
ATP Trifosfato de Adenosina
BHA Barrera Hematoencefalica
BHA Hidroxitolueno butilado
BHT Butilhidroxitolueno
BNF-xB Factor Nuclear Kappa B
CAT Catalasa
COX-1 Ciclooxigenasa- 1
COX-2 Ciclooxigenasa-2
Cu/Zn SOD Superdxido Dismutasa Cobre/ Zinc
DFO Deferoxaminamesilato
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidracil
DNA Acido Desoxirribonucleico
ERN Especies Reactivas de Nitrogeno
ERO Especies Reactivas de Oxigeno
FAD+ Flavin adenin dinucleétido
GABA Acido gamma-aminobutirico
GPx Glutation Peroxidasa
GR Glutation Reductasa
GSH Glutation
GST Glutation- S- Transferasa
HCI Acido Clorhidrico
H,0, Peroxido de Hidrogeno
IL-10 Interleucina 10
IL-6 Interleucina 6
INF y Interferon gamma
MCP-1 Proteina Quimio atrayente de Monocitos-1
MDA Malondialdehido
Mn- SOD Super6xido Dismutasa Manganeso
mRNA ARN mensajero
NADP"* Nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato
NADPH Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
NO Oxido Nitrico
NOS Oxido Nitrico Sintasa
Nrf2 Factor de transcripcion Nrf2
[ Superoxido
OH- Radical Hidroxilo
ONOO" Peroxinitrito
Prxs Peroxirredoxinas
PTM Modificacion postraduccional
PTZ Pentilenetetrazol
SOD Superoxido Dismutasa
TBA Acido Tiobarbitirico
TBARS Sustancias reactivas al Acido tiobarbiturico
TCA Acido Tricloroacético
TMPO 1,1,3,3 tetrametoxipropano
TNF-a Factor de Necrosis Tumoral Alfa
Trx Tiorredoxina




RESUMEN

En maltiples investigaciones, la producciéon de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno (ERO y ERN) son participes en multiples enfermedades tanto a nivel
nervioso (Alzheimer, Epilepsia, Parkinson) y sistémico (Diabetes, Cancer, Sindrome
Metabdlico). 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 bioldgicas entre las que destacan
las de tipo antiinflamatorio y antioxidante. Lo anterior debido a la composicién
quimica que presenta. El extracto metanolico de H.inuloides presenta una gran
cantidad de metabolitos que han demostrado favorecer un efecto antioxidante, por lo
cual, en este trabajo se evalu6 el efecto del extracto en la lipoperoxidacion inducida
por Acido Kainico (AK) en tejidos de cerebro (hemisferios, corteza, médula y
cerebelo), higado y rifion. 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) —vehiculo- (1.5 ml/kg) (vo); Extracto metandlico 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
realizo la determinacion de la lipoperoxidacion por el método de TBARS y el andlisis
estadistico comprendié un ANOVA (1 via) y posterior prueba de Dunnett (p < 0,05).
En todos los tejidos, los grupos con AK+M disminuyeron significativamente los
niveles de dafio por MDA en el siguiente orden: cerebelo (87.84%), corteza (86.13%)),
médula (79.08%), hemisferios (71.07%), higado (54.88%) y rifion (47.63%). Por lo
cual proponemos que el extracto metandlico de H. inuloides ejerce un efecto
antioxidante y como potencial neuroprotector. Lo cual se relaciona a la estructura de
lo metabolitos del extracto que actiian en sinergia al donar electrones y neutralizar
especies reactivas que favorecen la disminucion del dafio por estrés oxidante. Debido a
estos resultados, se considera al extracto metandlico de H. inuloides como un
potencial agente antioxidante y posible alternativa terapéutica para el tratamiento de

enfermedades relacionadas al estrés oxidante.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Heterotheca inuloides (H. inuloides)

Los origenes del término “arnica”, 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 magicas” para el tratamiento de torceduras y contracturas. En
1978, en Espaiia, el término arnica se introdujo en los hospitales debido a la efectividad
del uso del Arnica montana L. El alcance de este vocablo tuvo influencia en México
debido a la colonizacion europea al nuevo mundo y este es el caso de H. inuloides

(Obon et al., 2012).

1.1.1. Descripcion 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 arnica mexicana, cuateteco, arnica de monte o acahual. Se
encuentra en los climas célido, semicélido, semiseco y templado. Planta herbacea
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.




1.1.2. Distribucion geografica

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 Catalan), Hidalgo (Ocampo),
Zacatecas, Estado de México, Michoacéan (Zitacuaro, Coalcoman de Vazquez), Morelia
(Ocampo), Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala
y Veracruz (Argueta et al., 1994; Villasefior-Rios y Espinosa, 1998; De Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

1.1.3. Usos tradicionales del arnica mexicana

El uso de plantas como alternativa terapéutica al tratamiento de diferentes
padecimientos es de las practicas mas comunes en los pueblos indigenas de México.
Actividad que hoy en dia se ha extendido a las zonas urbanas. Existe predisposicion a
utilizar con més frecuencia ciertos tipos de plantas que ofrecen cura répida y eficaz, este
es el caso de H. inuloides (Andrade-Cetto, 2009). Hoy en dia, H.inuloides se encuentra
en los mercados tradicionales y establecimientos locales bajo diferentes presentaciones,
tales como tabletas, tinturas, pomadas e infusiones. H.inuloides posee multiples
cualidades curativas por las cuales es utilizada, sin embargo, el efecto antiinflamatorio

de esta planta es el mas 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 pulmén, corazon,
dolores musculares, reumaticos, estomacales, en rifiones y Ulceras. Toda la parte aérea
(flores, pétalos y estambres) se utiliza en la elaboracion 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 cutaneos (De Rzedowski y

Rzedowski, 2001; Villasefior-Rios y Espinosa, 1998).




1.1.4. Composicion quimica

A través de espectroscopia UV, resonancia magnética y espectrometria 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).
Especificamente de los extractos acetonico y metandlico se han logrado aislar
compuestos quimicos como poliacetilenos, cadinanos, triterpenos, esteroles,

sesquiterpenos, flavonoides y glicosidos flavonoides (Cuadro 1).

Cuadro 1. Compuestos aislados del extracto acetonico y metandlico de Heterotheca inuloides.

Extracto Composicion quimica (% en el extracto) Referencias

Aceténico  Cadalen-15-acido oico, 3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno- Haraguchi et al., 1997
4-uno-dicadaleno, 7-hidroxicadaleno, 7-hidroxi-4aH-3,4- Gené et al., 1998
dihidro-cadaleno, la, hidroxi-1 (4H)-isocadaleno-4-uno, Segura et al., 2000
la-hidroxi-4ah-1,2,3,4-tetrahidrocadalen-15-acido oico, Delgado et al., 2001
7-(3,3-dimetil aliloxi) cumarina, cariolan-1, 9B-diol, Coballase etal., 2010
quercetina, estigmasterol, B-sitosterol,cariolan-1,9 B-diol, Rodriguez-Chavez et al., 2015, 2016
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-acido dico, 3,3'4',5,7-pentahidroxiflavona

Metanodlico  Quercetina (0.19), quercetina 3-O-glucdsido, kaempferol, Kubo et al., 1994
kaempferol 3-O-glucosido, kaempferol-osoforosido, D- Haraguchi et al., 1997
chiro-inositol,  espinasterol,  spinasteril-3-O- B-D- Delgado et al., 2001
glucopiranosido 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno
(0.004), 7-hidroxicadaleno (0.002)




Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de H.inuloides. 1) 7-hidroxi-3,4-
dihidricadaleno; IT) 7-hidroxicadaleno; III) B -naftol; IV) P-cimeno; V) Carvacrol; VI)
Timol; VII) Quercetina; VIII) Espinasterol; IX) Espinasteril-3-O-b-O-glicopirandsido;
X) D-chiro-inositol. (Modificado de Haraguchi et al., 1997; Delgado et al., 2001).

1.1.5. Propiedades Biologicas

Desde la década de los noventa, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha
logrado caracterizar las propiedades biologicas de H.inuloides. El efecto
antiinflamatorio se logré comprobar en un modelo de dafio inducido por carragenano en
el que se obtuvieron fracciones acuosas que disminuyeron la inflamacion provocada por
los edemas que origind esta sustancia, asi como el efecto analgésico seguido de su
aplicacion (Gené et al., 1998). En otro modelo de edema inducido por aceite de croton,
los metabolitos de H.inuloides disminuyeron la inflamacion asi como la inhibicion de
las vias COX-1 y COX-2 (Segura et al., 2000). A través del analisis de los metabolitos
de H. inuloides se logré descubrir su actividad antibacterial al inhibir bacterias Gram-

positivas y su efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus (Kubo et al., 1994).




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,
descubri6 el radical trifenilmetilo (Ph3;Ce) (Gomberg, 1900). En 1929, la importancia de
los radicales adquiri6 popularidad cuando Friedrich Paneth y Wilhelm Hofeditz
lograron producir el radical metilo (CHse) (Paneth y Hofeditz, 1929). Mientras que en
1933, Morris Kharash y Franz Mayo descubrieron el "efecto del peroxido" y su
implicacion en el desarrollo de materiales sintéticos. En 1954, Gerschman et al.,

propusieron que los efectos toxicos del O, estaban atribuidos a la formacion de RL.

Afos después, en 1968, el descubrimiento de que los sistemas bioldgicos producian
gran cantidad de radicales superoxido (O, ) durante el metabolismo (McCord vy
Fridovich, 1968), dio origen al concepto de estrés oxidante en 1970. En 1978, estudios
sobre la respiracion mitocondrial determinaron la importancia de este proceso
metabolico para la generacion de perdxido de hidrégeno (H,O,) y su papel en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Boveris et al., 1977; Nohl y
Hegner, 1978).

1.2.2. Radicales libres

Son resultado de la ganancia o pérdida de un electron de un no radical o por la ruptura
homolitica de una molécula. La presencia de los electrones desapareados le confiere al
radical reactividad especifica. El mas simple de los radicales libres es el dtomo de
hidrégeno, contiene un proton y un solo electron desapareado que le confiere su
caracteristica como radical (Aruoma, 1998). Entre los principales RL que existen estan
los que derivan del oxigeno y del nitrogeno, sin embargo, no menos importantes estan
los que se generan del hidrogeno, carbono y metales de transicion (Cardenas-Rodriguez

y Pedraza-Chaverri, 2006).

El oxigeno, elemento indispensable para los organismos aerobicos, se trata del ultimo
aceptor de electrones en la cadena respiratoria para generar la formacion de agua

(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006), este es requerido por los sistemas

e
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enzimaticos 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 generacién y eliminacion de las especies

reactivas de oxigeno y nitrogeno (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

La reaccion general para la formacion de ERO se lleva a cabo de acuerdo a la siguiente

reduccion univalente del oxigeno (Hansberg, 2002):
02 —2 » 02— —= »H:0: —% » OH'—= »H:0

En esta se reduce el oxigeno al anidén superdxido reaccion en la que se incorpora un
electrén, a perdxido de hidrégeno al aceptar 2 electrones y a radical hidroxilo al aceptar
3 electrones. Los radicales de importancia son el hidroxilo, el superoxido, el oxigeno
singulete X, el oxido nitrico y el peroxilo. Sin embargo, los no radicales como el
peroxinitrito, acido hipocloroso y peréxido de hidrogeno, oxigeno singulete A y ozono
contribuyen a la generacion de radicales (Poljsak y Fink, 2014). Cuando dos radicales se
acoplan, estos unen sus electrones desapareados y forman un no radical. De la misma
forma, el radical interacttia con el no radical y forma otro radical que genera una

reaccion en cadena (Gutteridge y Halliwell, 1989).

Entre las diferentes vias que generan especies reactivas podemos encontrar (Cadenas,
1989):

a) Derivados de la cadena respiratoria (Mitocondria)

b) Productos de reacciones que catalizan metales.

¢) Polucion atmosférica.

d) Produccion de neutrofilos y macréfagos en procesos inflamatorios.

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

Como ya se menciono, el metabolismo respiratorio es de las principales vias que
generan radicales libres (Freeman y Crapo, 1982; Halliwell y Gutteridge, 1985).
Multiples reacciones de oxidacidon ocurren principalmente en el citoplasma, membrana

nuclear, reticulo endoplasmico y peroxisomas.

El anion superdxido (O,") e hidroxilo (OH") son especies que predominan en la célula.

Mientras que el peroxido de hidrogeno (H,O;) y peroxinitrito (ONOO?, a pesar de no

e
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ser radicales contribuyen a la generacion del estado REDOX en la célula. E1 O, se
forma por medio de la liberacion de electrones a través de la membrana mitocondrial y
la cadena de transporte de electrones, varias moléculas pueden interactuar con el O,
para generar esta especie reactiva, tales como la adrenalina, dopamina y componentes
mitocondriales (Fridovich, 1975). Los fagocitos también liberan grandes cantidades de
0O, como parte de sus mecanismo de defensa (Babior y Woodman, 1990). El H,O, se
produce a través de la cadena de transporte de electrones asi como por la auto oxidacion
de pequefias moléculas y la dismutacion del O, por la superoxido dismutasa (SOD).
Aunque el H,O, no es reactivo por si solo, cuando se presentan metales reducidos en el
medio y a través de la reaccién de Fenton se genera la formacion de OH’, radical
sumamente reactivo que ataca las moléculas proximas a ¢l (Halliwell, 1996). El
peroxinitrito (ONOO ), se forma por la reaccion del 6xido nitrico con el superdxido, lo
cual favorece la formacion 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
oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) (modificado de Halliwell,
1996).

Radicales No radicales

ERO Anién Superéxido O Iferéxidq de Hidrogeno H,0,
) ) Acido Hipocloroso HOCl
Hidroxilo OH* Ozono O
Peroxilo RO,* Oxigeno singulete ' A (*O,)
Hidroperoxilo

Oxigeno singulete 2 ('0,)

ERN  (xido Nitrico NO» Peroxinitrito ONOO-

Las ERO y ERN intervienen en una gran en diferentes patologias, entre las que destacan
las de tipo neurodegenerativo como el Parkinson, enfermedad de Hungtinton,
Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica (ELA) (Ohkawa et al., 1979; Emerit y
Chaudiere, 1989; Karmazyn, 1989; Janero, 1990 y Reed, 2011).




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 demostré su poder
antioxidante sobre la oxidacién del acido linoleico en mas de un 80%, asi como su
efecto barredor (en inglés scavenger) sobre los radicales anion superoxido y el radical
DPPH. Asimismo, los metabolitos de esta planta inhibieron la lipoperoxidacion
mitocondrial inducida por Fe (III) y ADP sobre NADH o NADPH. En los trabajos de
Coballase et al., 2011, sobre un modelo de dafio oxidante inducido con tetracloruro de
carbono (CCly) se observo el efecto hepatoprotector del extracto metanolico de esta
planta. En los trabajos de Rodriguez-Chavez et al., (2015), los metabolitos de H.
inuloides presentaron actividad antioxidante versus el H,O,. En ese mismo trabajo se
pudo observar que los derivados de esta planta favorecieron la extension del ciclo de

vida del nematodo Caenorhabditis elegans.

1.4 Lipoperoxidacion

1.4.1. Definicion de Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion es la oxidacion de acidos grasos que se origina por el aumento de
radicales libres a través de reacciones en cadena sobre membranas y lipoproteinas
(Witting, 1980; Halliwell, 1996). Los productos del anion superoxido, peroxido de
hidrogeno y radical hidroxilo participan en el inicio de la lipoperoxidacion (Mayumi et

al., 1993).

1.4.2. Generalidades

El término de lipoperoxidacion se origind en 1980 (Reed, 2011). La lipoperoxidacion se
empez6 a estudiar en base al deterioro de los alimentos en 1930 (Niki, 2008). Es hasta
1975 que Hermann Esterbauer descubridé que el glutation (GSH) en reaccion con los
grupos carbonilos conjugados, lo cual resultaba en la formacion de acroleina, alquenos
4-hidroxi-2 y grupos sulthidrilo generados en los sistemas bioldgicos. En 1978, Erwin

Schauenstein y Hermann Esterbauer descubrieron aldehidos reactivos con grupos

e
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sulfhidrilo a través de uniones tioéster (Reed, 2011). Tales uniones estarian implicadas
en la inhibicion de rutas metabolicas como la glicolisis, sintesis de proteinas y
respiracion (Schauenstein y Esterbauer, 1978). Lo anterior gener6 la hipotesis de que la
lipoperoxidacion producia aldehidos o-P-insaturados. En 1980, Esterbauer y
colaboradores descubrieron uno de los aldehidos mas reactivos, el 4-hidroxi-2-nonenal

(HNE), un fuerte citotoxico hepatico (Benedetti et al., 1980; Winkler et al., 1984).

1.4.3. Efectos bioldgicos de la lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion ocurre a través de la interaccion del oxigeno con los &cidos grasos
poliinsaturados que generan gran cantidad de aldehidos electrofilicos (Reed, 2011). Este
proceso comprende una fases de iniciacion en la que se forma un radical lipidico (Le);
seguida de una fase de propagacion en la cual el O’ produce radicales peroxilo (LOO®),
este genera la reaccion en cadena de formacion de especies reactivas al extraer H de los
lipidos para formar hidroperoxidos lipidicos (Fig.3). La reaccion llega a su fase de
terminacion cuando dos radicales reaccionen interactian entre si y generan un no radical
y oxigeno o bien, cuando los radiales reaccionan con agentes antioxidantes que
estabilizan las especies reactivas. Sin embargo, cuando el hidroperéxido lipidico 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), acroleina (Esterbauer
et al., 1991; Calingasan et al., 1999) y el malondialdehido (MDA) (Ohkawa et al.,
1979; Janero, 1990).

LH+Xs —1+ + XH
L:+02— LOO-
LOO« +LH——» LOOH+L»
LOO+« + LOO* —* no radical + Oz

Figura 3. Mecanismo en cadena de los radicales libres durante la lipoperoxidacion
(modificado de Reed, 2011).




1.4.4. Cuantificacion de la lipoperoxidacion: Prueba del acido tiobarbiturico (TBA)

La lipoperoxidacion puede ser cuantificada en los sistemas biologicos mediante
reacciones quimicas (Janero, 1990). Una de las mas utilizadas es la prueba del acido
tiobarbitarico (TBA), reaccion colorimétrica descrita por Kohn y Liversedge en 1944.
Se lleva a cabo entre el TBA y el subproducto de la lipoperoxidacion, el MDA (Ohkawa
et al.,, 1979). El mecanismo de reaccion depende del pH del sustrato y de los
lipoperoxidos de acidos grasos poliinsaturados con mas de tres dobles enlaces (Dahle et
al., 1962). El hidroperoxido del &acido linoléico obtenido por la accion de la
peroxidacion enzimadtica es el compuesto que reacciona con el TBA para originar el
aducto fluorescente de color rojo (Ohkawa et al., 1979; Janero, 1990). De manera
especifica, la formacion del aducto se lleva a cabo por el ataque nucleofilico entre el
carbono 5 del TBA y el carbono 1 del MDA seguido de la reaccion de deshidratacion y

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

a N
(0] 8] 1
N }‘f

I ]
HC — CHy — CH

5 ;}N
0
MDA TBA
l pH/calor
5 N OH HO _N SH
iy T+ o
N N

OH OH

Aducto fluorescente (rojo)

Fig.4. Formacion 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 oxidacion
del sustrato oxidable y que actian como donadores de electrones (agente reductor)

(Halliwell y Gutteridge, 1985).

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

a) Antioxidantes que rompen cadenas por medio de la reaccion con radicales
peroxilo con uniones débiles de O-H o N-H, tales como fenoles, hidroquinonas,
aminas aromaticas y aminofenoles.

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

¢) Antioxidantes que descomponen hidroperoxidos: sulfuros, fosfuro y triofosfato.

d) Antioxidantes que desactivan metales: diaminas, hidroxidcidos y compuestos
bifuncionales.

e) Terminacion de cadenas ciclicas por antioxidantes: aminas aromaticas, radicales
nitroxilo y compuestos metélicos de valencia variables.

f) Accion sinérgica de diferentes antioxidantes: fenoles sulfuro, en los cuales los
grupos fenodlicos reaccionan con los radicales peroxilo y los grupos sulfuro con

hidroperoxidos.

Los antioxidantes a nivel celular y molecular inactivan las ERO y en bajas
concentraciones inhiben o retrasan el proceso oxidante al interrumpir la reaccién en
cadena de los radicales. Los antioxidantes tienen la capacidad de quelar iones metalicos,
los cuales son responsables de la generaciéon de ERO. La quelacion es la formacion de
un complejo de iones metdlicos en los cuales el 1on metalico estd asociado con un
donador de electrones con o sin carga (ligando). La eficacia del ligando depende de la
afinidad al metal, ya sea exdgeno o enddgeno (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 toxico (Namiki,

1990).

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

de defensa necesario contra las ERO (Cardenas-Rodriguez et al.,2013).
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1.5.1. Antioxidantes de alto peso molecular: SOD: Cu-Zn SOD y Mn SOD; Catalasa; Glutation

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

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

Enzima Caracteristicas Reaccion general
Superoxido dismutasa | Cu-Zn SOD: en
(S0D) citoplasma, homodimero <D
de32.5kDa 2007 +2H —— H)x0: + 0
Mn-SOD: en matnz C;ir;ggn
mitocondrial : "
homotetramero de 93
kDa.
Catalasa En mitocondria v
(CAT) peroxisomas; tetramero 2H:0; LEH;D + 0,
de 240 kDa.
Glutation peroxidasa Cuenta con multiples

(GPx)

isoformas; tetramero de

85kDa.

H;02 + 2GSH — %, GSSG +H0

GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Glutation reductasa
(GR)

En citoplasma ¥
mitocondria, 120 kDa,
coenzima FAD+ en su
sitio active. Cuenta con

GSSG+ NADPH + H* —— » NADP*+ 2GSH

dos subunidades de
proteinas
Glutation-S- transferasa | Dividida en  cuatro

GST
RX +GSH——— R5G + HX

(GST) familias mavores (o, L.
m, 8) v cuatro menores
(8, G, x, @)

Tiomredoxina En el reticulo -

(Trx) endoplasmico; peso de Trx-(SH); + protema-S; —»Trx-5; + proteina-(SH),

12 kDa,
Peroxirredoxinas Dimeéricas de aprox. 23
(Prxs) kDa; con residuos de Prx(-SH); + 2H;0; —2= » Prx-S; + 2H,0 + 0;

cistema en
catalitico.

su  centro

Trx puede regenerar la forma reducida de Prx:

P
Prx-51 + Trx-(SH)y — Prx(-SH)z + Trx-52

12




1.5.2. Antioxidantes de bajo peso molecular: Glutation (GSH); Vitamina C (acido

ascorbico); Vitamina E; Selenio; Flavonoides.

Cuadro 4. Antioxidantes de bajo peso molecular.

Antioxidante Caracteristicas Localizacion Referencia
Glutation Trpéptido de glutamato, cisteina v glicina. No | Citosol, nicleo, mitocondna v | Hwang ef al, 1992
(GSH) enzimatico. Sucapacidad antioxidante se debe al | hepatocitos. Karoul gf al, 1996
compuesto tiol en conjunto con el sulfure, los Masella ef al, 2003
cuales puedenreacomodarse después de la perdida Hammeond ef al, 2007.
de un electron.
Vitamina C Es soluble en agua, actia como donador de | Flasma Young, 2001
glectrones (agente reductor). En conjunto conla
vitamina E regenera el a-tocoferol.
Vitamina E Se presenta en ocho fommas isomeéncas de dos | Se ncorpora a la membrana | Burton e Ingeld, 1989
subestructuras, el tocoferol v el tocotrenol. El o- | celular como estabilizadora v | Kojo, 2004,
tocoferol esla forma mas activa de la vitamina E. | constituyente.
Su grupo hidroxilo libre en el anillo aromatico es
responsable de las propiedades antioxidantes
Selenio E:s un elemento constituyente de las proteinas | Forma parte delasenzimasde | Burk v cols., 2003
(Damadas selenoproteinas). alto peso comola GPx, Luy Holgrem , 2008
yodorotina deiosinasa, meticrma
sulfoxido reductasza B,
selenoproteinas Py W.
Polifenoles Se trata de compuestos polifenclicos presentes en | Se trata  de  compuestos | Kandaswamy Middleton, 1994

gran cantidad de plantas compuestos de dos anillos
fenilo (A v B) igados mediante un anillo pirano
(C). Deben su actividad a la presencia de
fracciones fendlicas hidroxilo OH en su estructura.
Los flavoneides actilan como terminadores de las
reacciones en cadena delosradicaleslibres v como
quelantes de iones metalicos.

polifenclicos presentes en gran
cantidad de plantas y alimentos
(vinos, té, chocolate).

Rice Evans ef al 1996
Mikamo ef al, 2000
Bice Evans, 2001
Schroeter ef @l 2002
Furusawa ef al 20035
Chudeau, 2006
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1.6. Acido Kainico (AK)

1.6.1. Caracteristicas quimicas

El 4cido kainico (4cido 2-carboxi-3-Carboximetil-4-isopropenilpirrolidina) tiene una

estructura ciclica cuya féormula molecular es C;oHsNO4 (Fig. 5)

/—/Z' .“:‘_-_ COEH
[;LCOEH
H

Fig. 5. Estructura del Acido Kainico (tomado de Jane et al., 2009).

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

2005) y cuyas propiedades bioldgicas se describen mas 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). Mas tarde en 1970, se
comprobd que inducia respuesta excitatoria en las neuronas corticales de rata (Shinozaki
y Konishi, 1970). Los primeros estudios que demostraron el efecto de la aplicacion del
AK sobre neuronas del hipocampo se publicaron en 1978 en los se demostré que la
inyeccion intraventricular de AK en ratas causaba la degeneracion neuronal en la region

CA3 del hipocampo (Nadler et al., 1978).
1.6.3. Propiedades biologicas

Los primeros reportes de las propiedades bioldgicas del AK datan del afio 1950 después
de la segunda guerra mundial en Japén, en donde se utilizaba para remover parasitos

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

Es a partir de mediados del siglo XX, que se reporta al AK como un analogo ciclico 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, ademas de
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actuar como una neurotoxina (Vincent y Mulle, 2009). Debido a esto, el AK se
comenzo a utilizar como epileptogénico en modelos de dafio neurodegenerativo a través
de la interaccidén con los receptores kainato (rKA) presentes en el sistema nervioso
(Zheng et al., 2011). La accion del AK se atribuye a su union a los receptores Kainato
(rKA), los cuales son tetrameros homo y heteroméricos ensamblados por la

combinacion de cinco subunidades diferentes (GluK1-GluKS5) (Carta et al., 2014).

El AK en exceso al actuar sobre sus receptores kainato induce gran numero de eventos
celulares como el flujo de Ca®", la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
disfuncion 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 liberacion de altas
cantidades de glutamato (Coyle y Puttfarcken, 1993; Dykens, 1994) y posterior
liberacién de Ca®’, 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 administracion sistémica de
AK en roedores genera cambios patologicos entre los que destacan las convulsiones,
cambios de conducta, estrés oxidativo por ERO y ERN, muerte neuronal y activacion de

la glia.

1.6.4. Participacion del estrés oxidante y lipoperoxidacion por acido kainico

Los receptores de AK modulan la actividad excitatoria pre y post sindptica (Campbell et
al., 2007; Youn y Randic, 2004), la activacion de estos genera la despolarizacion 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 Ca®" (Babcock et al., 1997),
por lo que se genera la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Reynolds y

Hasting, 1995).

La administracion del AK genera ERO y ERN, esto se comprueba por la formacion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) y la disminucion de la actividad
antioxidante en el cerebro de rata (cortex, cerebelo, tallo cerebral) (Swamy et al., 2009).

La estimulacion de estos receptores produce 6xido nitrico (NOe¢) el cual modula la
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transmision de glutamato asi como la induccidén de cambios en la sefializacion neuronal

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

Acido Kainico

oW

( ) LPX
Datlo a la membrana
Proteasas,

Ca2t —»  cinasas

fosfohpusas\
,mucleasas 3

@ < EROQJ/ERN

““““ ondria
Dano a protcxnas, lipidos, DNA; mﬂéﬂcx(m;
Complejo apoptosémico

APOPTOSIS/NECROSIS

!

MUERTE CELULAR

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

La hiperexcitabilidad por AK provoca crisis convulsivas que generan inflamacion, que
como se menciond antes, COX-2 genera muerte neuronal por la produccion de ERO
(Kim et al., 2011) y estimula la pérdida de neuronas del hipocampo después de la
administracion de AK. Las convulsiones generan productos de la lipoperoxidacion, tales
como isoprostanos F(2) e isofuranos los cuales también generan inflamacion. Lo
anterior determina su importancia como marcador de dafio por estrés oxidativo in vivo
(Patel et al., 2007). El NOe interviene a través de la activacion de la microglia y
macrofagos, debido a que el AK genera ERO y ERN en la neuroglia. Las ERO
producidas desestabilizan las membranas y ocurre una despolarizaciéon mediada por la
activacion del receptor AMPA/KA, misma que genera una disfuncion relacionada con

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

Se ha visto que el extracto metanolico de Heterotheca inuloides ofrece un efecto
protector ante el dafio por estrés oxidante. El estrés oxidante es uno de los principales
agentes de dafo en multiples trastornos neuroldgicos y sistémicos. La medicina
tradicional ofrece gran cantidad de especies vegetales como el &rnica 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 opcion terapéutica accesible

3. Pregunta de investigacion
¢La administracion previa del extracto metanolico de Heterotheca inuloides modificara

los niveles de lipoperoxidacion en ratas con dafio inducido por acido kainico?

4. Hipotesis
La administracion del extracto metandlico disminuira los niveles de lipoperoxidacion

inducidos por acido kainico, en los diferentes 6rganos de las ratas estudiadas.

5. Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto metandlico de Heterotheca inuloides en la
lipoperoxidacion presente en diferentes 6rganos de roedor posterior a la administracion

sistémica de acido kainico.

5.1 Objetivos particulares

5.1.1 Cuantificar los niveles de proteina para evaluar la lipoperoxidacidon presentes en
los tejidos de rata estudiados posterior a la administracion 4cido kainico, en presencia y

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

5.1.2 Determinar los niveles de lipoperoxidacion en los diferentes tejidos de rata
estudiados posterior a la administracion acido kainico en presencia y ausencia del
extracto metandlico de H. inuloides mediante la prueba del Acido Tiobarbiturico

(TBARS).
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6. Metodologia

6.1 Reactivos

El sulfato de cobre (II) (CuSOy), 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO), tartrato de sodio
y potasio tetrahidratado, reactivo Fenol Folin & Ciocalteu, TRITON X-100
(Octilfenoxipolietoxietanol), carbonato de sodio (Na,COj;), albiimina sérica bovina
(ASB), acido clorhidrico (HCI), acido tiobarbitirico (TBA), Deferoxaminamesilato
(DFO) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). El potasio dihidrégenofosfato, el
di-sodio dihidrégeno fosfato, el sodio hidroxido (NaOH) y acido tricloroacético (TCA)
de MERCK-M¢éxico SA. El acido kainico (C;oH;sNO4) de Tocris Bioscience, agua

estéril inyectable (Pisa).

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

6.2 Sujetos experimentales

Para el manejo y uso de animales y eliminacion de desechos se siguieron los
lineamientos establecidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999 y
NOM-087-ECOL-1995), con registro en el Instituto Nacional de Pediatria (INP, nimero
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 Pediatria en cajas de acrilico transparente,
condiciones de temperatura (21 = 1 °C), humedad relativa (50-60%) e iluminacion
luz/oscuridad de 12/12 hr., aire filtrado (5 mm., de particulas) con intercambio de 18
veces/h. Se proporcionaron dietas comerciales estandar esterilizadas ad libitum (Harlan

2018S Teklad) y agua filtrada.

7. Desarrollo experimental

7.1 Obtencidn y clasificacion de Heterotheca inuloides

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

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

Meéxico y clasificado por la Bidloga Myrna Mendoza Cruz (Myrna Mendoza C 15, 375).

7.2 Preparacion de los extractos

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

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

(capacidad de 2L) a los cuales se agreg6 1.5 L de metanol y se dejo reposar durante 24

horas. El sobrenadante obtenido se cold y se repitid el proceso con el triturado tres veces

mas. 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 metanolico se disolvid en amortiguador de

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

excepcion del grupo C que no recibid tratamiento) los cuales se describen en el cuadro

5.

Cuadro 5. Tratamientos, dosis, vias de administracion y duracién.

Grupos experimentales Dosis Via de Duracion (dias)
administracion

Control Sin tratamiento - 1-6
Amortiguador de fosfatos 1.5 ml/kg Oral 1-6

(A.F)

Extracto metanolico (M) 100 ml/kg Oral 1-6
Acido Kainico (A.K) 1 dosis de 10 ml/kg Intraperitoneal 6*
AK+AF 10 ml/kg / 1.5 ml/kg Intraperitoneal 6*

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

* Para los grupos con Acido Kainico, este se aplico el ultimo dia de tratamiento (sexto

dia).
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La administracion via oral se realizé con sondas de alimentacion estéril (calibre 5 FR,
long. 38.5 cm., TECMED, Estado de México) para los grupos con A.F y M. Los grupos
con Acido Kainico fueron inyectados con jeringas ultra finas (BD Ultra Fine de 0.3ml
0 3/10 cc) via intraperitoneal. El sexto dia de tratamiento posterior a la aplicacion del
AK, se realiz6 la observacion conductual durante 4 horas con el objetivo de corroborar
el efecto de esta sustancia. Los animales fueron sacrificados por decapitacion
(Guillotina de 10 1b., World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, EUA) y se
extrajo el cerebro (seccionado en corteza, médula oblongada, hemisferios y cerebelo),
higado y rifion. Los érganos extraidos se mantuvieron en ultracongelador a -80 °C hasta

Su uso.

7.3.1 Homogenados

Se peso con una balanza analitica (AE-CB) 1gr. de cada 6rgano y se homogenizd con
amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 7.4 /Triton-X100 al 10%) con un politron
(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 cuantificacion de
proteinas (Lowry et al., 1951), y determinacion de la lipoperoxidacion por el método de

TBARS (Janero, 1990).

7.4 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas de cada tejido analizado (cerebelo, corteza, hemisferios,
médula oblongada e higado y rifion) se realizd6 mediante el método colorimétrico de
Lowry, el cual presenta una gran sensibilidad y rango de aplicacion (I mp/mL a 1.5
mg/mL) que permite la valoracion cuantitativa de proteinas por absorbancia. Para ello
se realiz6 la curva patrén con albumina bovina sérica (0.01 g/ml) y agua destilada y se
prepararon los siguientes reactivos: A) Carbonato sodico al 2% en NaOH 0.1 M; B)
Sulfato Cuprico al 1%; C) Tartrato sddico potasico al 2% y D) Mezcla de los reactivos
A, By C. El reactivo AB se agreg6 a la curva y a las muestras (sobrenadante) y se dejo
reposar por 10 minutos. A continuacion se afadio el reactivo de Folin-Ciocalteau y se
dej6 reposar por 30 minutos. Las absorbancias se leyeron a 660 nm en

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

los valores de lipoperoxidacion de cada tejido.

7.5 Determinacion de la lipoperoxidacion

Para la determinacion de la lipoperoxidacién inducida por Acido Kainico se utilizo el
método colorimétrico de la reaccion del acido tiobarbiturico y las especies reactivas
(TBARS). La formacion de un complejo de color rosado a rojizo es el indicativo de la
reaccion entre el 4cido tiobarbiturico (TBA) y el malondialdehido (MDA), un
subproducto de la lipoperoxidacion presente en los tejidos. Se utilizo la técnica de
Janero (1990), en la cual se realiz6 la curva patron con TMPO. Para las muestras se
utilizaron las diluciones 1:10 de cerebro y 1:50 de higado y rifion. El reactivo TBA se
preparé con TBA, HCI, TCA y DFO disuelto en agua desionizada. La solucion de TBA
se mantuvo en oscuridad. Posteriormente en placas de poliestireno de 96 pozos (Costar,
Corning, NY, USA) se coloc6 50 pl de muestra por triplicado (dilucion) y se agregaron
250 ul de solucion TBA. En un bafio maria a temperatura de ebullicion (Thermomix
1420) se coloco 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 espectrofotometro (EPOCH Biotek Instruments, Inc,
Highland Park, EUA). Los resultados fueron expresados en mg de proteina/nmol MDA

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

7.6 Analisis estadistico

Los datos fueron representados con la media + la D.E. de n=6, por triplicado, se utiliz6
un analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba de comparacién multiple Dunett
(GraphPad Prism 5.0, USA). Se consideré una p<0.05 para ser estadisticamente

significativa.
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8. Resultados

8.1 Determinacion de la lipoperoxidacion

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

demostrar el dafio por estrés oxidante debido al AK.
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Figura 7. Efecto de la lipoperoxidacion en cerebelo: Control (C) sin tratamiento; A.F= amortiguador de
fosfatos [1.5 mL/Kg; ip] —vehiculo-; A.K= Acido Kainico [10 mg/Kg; ip] , M= Metanélico [100 mg/Kg;
ip] + A.K [10 mg/kg ; ip]; A.F+A.K= Acido Kainico disuelto en amortiguador de fosfatos [1.5 mL/Kg+ 10
mg/Kg (ip) y AK+M= extracto metandlico [100 mg/Kg ; vo] + Acido Kainico [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.

La figura 7 muestra los valores de MDA en cerebelo, observandose al grupo AK con un
valor promedio de 228 mg/mL de proteina/ nmol de MDA que representa el 100% de
dano. El grupo C, AF y M presentaron valores basales (sin efectos de la
lipoperoxidacion) que fueron de 19.67, 38.98 y 23.18 mg/mL de proteina/ nmol de
MDA respectivamente. El grupo de A.F+AK no presentd significancia Vs el grupo AK,
lo cual nos indica que el amortiguador de fosfatos no modifica la accion del AK. El
grupo AK+M mostr6 un decremento de MDA estadisticamente significativo de 87.84%
respecto al grupo AK y con un valor promedio de 27.72 mg/mL de proteina/ nmol de

MDA, valor similar a los grupos con valores basales.
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Figura 8. Efecto de la lipoperoxidacion 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.

En corteza (figura 8), el grupo AK presentd el mayor efecto de la lipoperoxidacion con
un valor promedio de 201.2 mg/mL de proteina/ nmol de MDA, que corresponde al
100% de dano. 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
proteina/ nmol de MDA respectivamente. El grupo A.F+AK no presentd significancia
vs el grupo AK. El grupo AK+M present6 un decremento del 86.13% de disminucion de
dafio respecto al grupo AK y con valor promedio de 27.89 72 mg/mL de proteina/ nmol

de MDA.
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Figura 9. Efecto de la lipoperoxidacién 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 lipoperoxidaciéon en médula oblongada (figura 9), presenta un valor
promedio de dafo por AK de 128.8 mg/mL de proteina/ nmol de MDA (100% de dafio).
Los grupos C, A.F, M presentaron valores basales de MDA de 11.31, 20.84 y 23.16
mg/mL de proteina/ nmol de MDA) respectivamente. El grupo de A.F+AK no presenta
significancia respecto Vs el grupo AK. El grupo AK+M disminuyé un 79.08% la
lipoperoxidacion por MDA respecto al grupo AK, lo cual representa un 26.94 mg/mL
de proteina/ nmol de MDA que se acerca a los valores basales de los grupos C, A.F y

M.
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Figura 10. Efecto de la lipoperoxidacion 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.

Gruno AK ns resnecto al srimo A . F+A K.

La figura 10 de hemisferios muestra el grupo AK con un valor promedio de 134.1
mg/mL de proteina/ nmol de MDA (100% de dafio). Los grupos C, A F y M
presentaron valores basales de MDA de 19.59, 36.11 y 23.78 mg/mL de proteina/ nmol
de MDA respectivamente. El grupo de A.F+AK no presenta significancia respecto al
grupo AK. Mientras tanto el grupo AK+M disminuyd los valores de MDA en un
71.07% (38.79 mg/mL de proteina/ nmol de MDA) respecto al grupo AK.
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Figura 11. Efecto de la lipoperoxidacion en higado. 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.

mg/mL de proteina/ nmol MDA

En higado (figura 11) el valor del grupo AK presenta el mayor valor de dafio con un
311.23 mg/mL de proteina/ nmol de MDA (100% de dafio). Los grupos basales
presentaron valores de 76.09 (C), 102.40 (A.F) y 122.06 (M) mg/mL de proteina/ nmol
de MDA respectivamente. El grupo A.F+AK no presenta significancia vs el grupo AK.
El grupo AK+M presenta una disminucion de MDA de un 54.88% (140.4 mg/mL de
proteina/ nmol de MDA) respecto al 100% de dafio en el grupo AK.
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- Figura 12. Efecto de la lipoperoxidacion en rifion. 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.
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En la figura 12 de rifion, el grupo AK tuvo un valor promedio de 290.67 mg/mL de
proteina/ 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 proteina/ nmol de MDA respectivamente. El grupo
AF+AK no presentd significancia vs el grupo AK. El grupo AK+M disminuyd en un
47.63% (152.2 mg/mL de proteina/ nmol de MDA) los valores de MDA en rifion,
respecto al 100% de daiio por el AK.

4004

300+

200+

mgfmL de proteina/ nmol MDA

Figura 13. Disminucién de los valores de lipoperoxidacion posterior a la administracion del
extracto metandlico de Heterotheca inuloides (mgl/mL de proteina / nmol de MDA) respecto a
los grupos con AK en todos los tejidos: cerebelo, corteza, médula oblongada, hemisferios,

higado y rifiéon. Grupos AK en negro.

En la figura 13 se presenta a todos los grupos AK+M y la disminucion del MDA
posterior a la administracion del el extracto metandlico de H. inuloides. En negro se
presenta a los grupos AK de caja tejido analizado. La relacion es tejido dependiente, por

lo cual, los valores para cerebro son menores a los de higado y rifion.
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9. Discusion

Se ha propuesto que la produccion de especies reactivas es uno de los principales
eventos que determinan el dafio en diferentes tejidos o células. En este sentido, el estrés
oxidante interviene en un gran nimero de enfermedades neurodegenerativas y a nivel
sistémico como: la epilepsia, Parkinson, enfermedad de Hungtinton, Alzheimer,
diabetes, sindrome metabdlico, artritis reumatoide, aterosclerosis, envejecimiento, entre

otros.

En este trabajo se estudio el efecto del acido kainico como prooxidante, analogo del
glutamato que genera despolarizacion y favorece la hiperexcitabilidad neuronal e
interviene en la formacién y aumento de especies reactivas. La entrada masiva de Ca*"
genera dafio celular por activacion de la glia 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 reticulo endoplasmico (Sokka et al., 2007), alteracion en el
funcionamiento mitocondrial, neurodegeneracion (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 region CAl,
CA3 y giro dentado del hipocampo (Campbell et al., 2007) que presentan gran riqueza
de receptores kainato, favorecen la liberacién de glutamato y el flujo excesivo de Ca*"
(Youn y Randic, 2004; Campbell et al., 2007), que determinan el dafio 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 mas importantes en la generacion de ATP, regulacion de
Ca** y que interviene principalmente en la formaciéon 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 desregulacion de la
cadena respiratoria que disminuye la sintesis de ATP y favorece la sobreproduccion de
ERO y ERN, por lo que se genera falla bioenergética y posterior neurodegeneracion
(Nicholls y Budd, 1998; Kritis et al., 2015). Los resultados de este dafio son Ia
disfuncion sinaptica, fallo en la plasticidad neuronal y muerte celular via apoptosis,

necrosis y/o autofagia. De esta manera, los eventos antes mencionados contribuyen al
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dafio por lipoperoxidacion y posterior desestabilizacion 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 formacion del radical superdxido debido al incremento
en la expresion de la NADPH y la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Pan et al., 2008), asi
como la presencia de metales como el Cu®" y Fe?" (Liang et al., 2000). Por otro lado,
el radical OHe, modifica la excitabilidad neuronal en conjunto con el perdxido de
hidrogeno (no radical) (Murphy, 2009; Zeng et al., 2013; Hauck y Bernlohr, 2016), que

favorece la oxidacion de proteinas, lipidos y DNA.

Los resultados de este trabajo mostraron que los grupos experimentales tratados con AK
presentaron el maximo de dafio por lipoperoxidacion. 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-Vizcaino 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 hematoencefalica (BHA), la astrogliosis, activacion de mediadores
inflamatorios como el factor nuclear kappa (BNF-kB), incremento de la susceptibilidad

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

Liang et al., (2000) demostraron que la administracion sistémica de AK en ratas
generaba el incremento del radical superoxido en hipocampo y mediaba la muerte
neuronal. Otro posible mecanismo es la formacion del radical superoxido por el
incremento en la expresion de la NADPH vy la sintasa de 6xido nitrico (Pan et al., 2008),
asi como la presencia de metales como el Cu®"y Fe*" (Liang et al., 2000). Asimismo,
el radical OHe, modifica la excitabilidad neuronal en conjunto con el peroxido de
hidrégeno (no radical) (Murphy, 2009; Zeng et al., 2013; Hauck y Bernlohr, 2016),
oxidando proteinas, lipidos y DNA.

Se ha observado que el AK favorece el incremento del NO en cerebro (Alderton et al.,
2001; Sharma et al., 2008). El1 NO en el cerebro modula el flujo sanguineo e interviene
en la liberacién de neurotransmisores debido a que atraviesa las membranas celulares

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

de especies reactivas como el peroxinitrito (ONOO') en presencia del radical
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superoxido (O; ¢ ), anidn altamente reactivo que oxida de manera directa proteinas,

lipidos y DNA (Lipton et al., 1993; Szabo et al., 2007). De esta manera también se
activan vias apoptoticas y la potenciacion del dano por excitotoxicidad debido a la
recaptura de glutamato, la modulacion de la fosforilacion oxidativa y la modificacion
postraduccional (PTM) (Aguiar et al., 2012). Otros modelos de dafio 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 dafo en
hipocampo por la administracion de AK recluta areas que comprenden los astrocitos y
microglia, asi como de mediadores proinflamatorios que contribuyen al proceso
neurodegenerativo (McGeer et al.,, 1988; Matsumoto et al., 1992). Otro de los
mecanismos de dafio neuronal debido al AK es la activacion de citocinas en la glia, las
cudles se sabe participan en la degeneracion neuronal. Este dafo incrementa cuando se
generan otros mediadores inflamatorios como la interleucina-6 (IL-6) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en conjunto con la IL-1p (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 atribuir a la distribucion de
los receptores afines a glutamato y que en este caso se activan por el AK. Lo cual

favorece la activacion de los mecanismos de dafio antes mencionados.

En higado y rifion, 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 administracion del AK via intraperitoneal generd la disminucion de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx). Se ha propuesto que el AK genera dafio en el higado
debido a la exposicion a esta sustancia, lo que ha sido reportado por Tang et al., (1998),
a través del incremento de marcadores de dafio como la 8-OH-dG. Sin embargo, el
efecto en higado permanece desconocido. En cuanto a la nefrotoxicidad también se
demuestra la participacion del estrés oxidante asociado al incremento en los niveles de
la lipoperoxidacion, este desbalance induce el crecimiento de tumores por el dafio al
DNA vy la activacion de vias de proliferacion celular (Gorrini et al., 2013). Sin
embargo, en los trabajos de Trujillo Silva (2015) y Szaroma et al., (2012), se demuestra
que ocurre la reducciéon de las enzimas antioxidantes, GSH, GPx, CAT y GR,

disminucién de la actividad de Nrf2 y la nitracion de proteinas por NO. Sin embargo,

29



ambos organos intervienen en el metabolismo y detoxificacion, por lo cual los valores

de dafio por MDA fueron mayores.

Los grupos tratados previamente con el extracto metandlico de H. inuloides y en
presencia de AK presentaron la disminucion del dafio causado por MDA. De esta
manera el valor de proteccion 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 higado, la disminucién del dano fue del 54.88% y en

rifidn 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 multiples estudios se ha
demostrado que la adicion a la dieta de complementos de origen vegetal disminuyen el
dafio por estrés oxidante debido a la composicién quimica que estos presentan (Parihar
y Hemnani, 2003). Los antioxidantes presentes en estos complementos son capaces de
donar radicales hidrégeno que previenen la oxidacidon y efectos secundarios como la
lipoperoxidacion (Skrovankova et al., 2012). Diversos trabajos han reportado, el efecto
benéfico de antioxidantes exdgenos que inhiben la liberacion de calcio, mejoran el
sistema antioxidante, disminuyen la generaciébn de especies reactivas y la
lipoperoxidacion (Coyle y Puttfarcken et al., 1993; Cui et al., 2005; Sok et al., 2005;
Hou, 2011).

Entre los fitoquimicos que favorecen el efecto antioxidante estdn los compuestos
fenolicos, 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 ademas de su actividad antioxidante, estos
compuestos presentan efecto quelante, antiinflamatorio, antitumoral, anticancerigeno,
antibacterial, antiviral y antiapoptotico (Siintar et al., 2010; Mahdy et al., 2011; Ozkan
y Erdogan, 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 fitoquimicos presentes en especies vegetales como el té verde y rojo, olivo, Gingko
biloba, Panax ginseng, berberina, curcumina y el arnica mexicana presentan estructuras

quimicas que determinan sus propiedades, principalmente la capacidad antioxidante. La
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accion 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 formacidon (principalmente la reaccion de Fenton y Haber-Weiss)
(Lopez-Luengo, 2001; Cheng et al., 2002), por lo que pueden inhibir Ia
lipoperoxidacion y tienen la capacidad de favorecer el sistema enzimatico antioxidante

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

De los compuestos mas abundantes dentro de los polifenoles se encuentran los
flavonoides, estos presentan estructura del tipo C4-C3-Cg con dos anillos aromaticos A y
B (tipo benceno) unidos entre si por un anillo de pirano C (Martinez-Florez et al.,
2002). Los flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo aromatico
(polifenolicas) y su capacidad antioxidante estd asociada a la presencia de los grupos
hidroxilo, por lo que un mayor numero de estos grupos potencia su efecto (Silva et al.,
2002). Los compuestos fenodlicos poseen uno o mas anillos aromaticos y uno o mas
grupos hidroxilo, los cuales donan un 4tomo de hidrégeno o electrones a los radicales
libres y favorecen su estabilizacion (Skrovankova et al., 2012). De manera especifica,
un flavonoide estd compuesto por sustituyentes hidroxilo en la posicion 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 posicion 2 y 3 conjugado con la funcion 4-oxo (Furuno et al., 2002; Wang et al.,
2006; Yi et al., 2011) (Fig. 8).

" Antioxidante
Tnhibicién de la LPX

Fig. 14. a) Estructura de un flavonoide; b) Caracteristicas estructurales y bioldgicas

(Modificado de Yietal., 2011).

Cuando el anillo B tiene mas de dos grupos hidroxilo se favorece la actividad
antioxidante (Heim et al., 2002), estos sustituyentes estabilizan radicales como el

superoxido, hidroxilo, peroxido y peroxinitrito, al transferir electrones que favorecen su
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forma estable, el radical aroxil. En cuanto a la actividad quelante, se ha propuesto que
existen sitios de unién al grupo catecol del anillo B (posiciéon 3'y 4') y la presencia de
estos grupos favorecen la actividad antioxidante. De esta manera, los principales
metales Fe > y Cu” que catalizan la formacion del radical hidroxilo, son inhibidos e
imposibilitados para participar en la lipoperoxidacion lipidica (van Acker et al., 1996).
El grupo hidroxilo en la posiciéon 4' del anillo B actia como inhibidor y reduce la
xantina/ xantina oxidasa que interviene en la produccion del radical superoxido (Wang
et al., 2006). Todas estas caracteristicas convierten a los flavonoides en excelentes
atrapadores de radicales libres y por lo tanto su capacidad como potentes antioxidantes,
los cudles en su mayoria son metabolitos presentes en el extracto metandlico de H.

inuloides.

La caracterizacion de los metabolitos secundarios del extracto metandlico de H.
inuloides demuestra que pueden actuar en sinergia, debido a la estructura que presentan,
los cuales 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-glucdsido, kaempferol, kaempferol 3-O-glucésido, kaempferol-
osoforosido, D-chiro-inositol, espinasterol, carvacrol, timol, spinasteril-3-O- B-D-
glucopirandsido 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno y 7-hidroxicadaleno. De estos
compuestos Haraguchi et al., 1996, demostraron que los metabolitos del extracto
metanodlico de H.inuloides: 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno y 7-hidroxicadaleno
inhiben la lipoperoxidacion en higado. La actividad de los metabolitos mencionados
sobre la lipoperoxidacion estaria relacionada a la capacidad que poseen para disminuir
la concentracion de superoxido, prevenir la iniciacion de la reaccion en cadena de la
lipoperoxidacion al atrapar radicales libres y su capacidad de quelar metales que

determinan la formacién de radicales libres (OH").

Otro posible mecanismo de acciéon propuesto de los flavonoides es como posibles
ligando para los receptores GABAA que regulan la entrada de Cl- y favorecen la
disminucion de la hiperexcitabilidad por aumento de Ca®* (Marder y Paladini, 2002;
Hou, 2011). De esta manera, los flavonoides al ser metabolizados rdpidamente por el
organismo, actiian como metabolitos secundarios que activan los receptores GABA
(Fernandez et al., 2006), lo anterior debido a las caracteristicas fisicoquimicas de estos

con los sitios del receptor. Se ha propuesto que el carbono 3' del anillo B y el anillo A

e
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en posicion 6 son los sitios de mayor afinidad al receptor de GABA, (Marder et al.,
1998; Kahnberg, et al., 2002; Marder, 2012), y ejercerian efecto similar al de las

benzodiacepinas, anestésicos, barbitaricos, entre otros.

En este trabajo se estudio el posible mecanismo de accion del extracto metanolico de H.
inuloides por lo cual se propone que este efecto neuroprotector, hepatoprotector y
nefroprotector se atribuye a los compuestos fenolicos que integran este extracto y su

capacidad antioxidante que favorecio la disminucion del MDA en los tejidos estudiados.
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10. Conclusion

En este estudio observamos la participacion del estrés oxidante a través de la
neurotoxicidad, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad por la administraciéon de &cido
kainico. Esta sustancia gener6 el aumento del marcador de dafio, el malondialdehido
(MDA) en los tejidos estudiados. De esta manera, el extracto metandlico de Heterotheca
inuloides produce un efecto antioxidante y protector al disminuir los valores de la
lipoperoxidacion en los grupos tratados con Acido Kainico. Este efecto se atribuye a los
metabolitos presentes en el extracto que posiblemente actiian en sinergia para disminuir
el dafo por estrés oxidante. Por lo cual, el tratamiento con el extracto metanolico de
H.inuloides representa un agente terapéutico para patologias relacionadas con el sistema

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