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Resumen
RESUMEN

El uso de plantas medicinales se ha reportadodmebmundo para el tratamiento
de multiples enfermedades desde épocas ancessalemmbargo la mayoria de ellas no

cuentan con estudios cientificos suficientes gséesten su uso.

El Geranium shiedenungs una especie que crece en los bosques de Mdwedral
Monte y Mineral del chico en el Estado de Hidallgigxico, de este, se ha descrito un uso
en la medicina tradicional como antiséptico y aréipco, sin embargo tampoco contaba
con ningun estudio cientifico al respecto. Cabe aiogiar, que otras especies de geranio
reportadas anteriormente, han presentado actividatioxidante, hipoglucemiente,
antihipertensiva, hepatoprotectora, antinflamatoria hipocolesterolemiente y
anticancerigena. En estudios previos del grupo,edélacto dés.shiedeanunse identifico
actividad hepatoprotectora al reducir los marcasldeelesion hepatica a niveles cercanos a
los controles a las 24 y 48 hrs. Ademas, identificacuatro componentes principales, tres
taninos hidrolizables: acido gélico, acido elagie@zetonil geraniina y un flavonoide 3-O-
a-L-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol.

Este estudio tuvo dos fases, la primera tuvo pgetiwb evaluar el efecto del
pretratamiento con extracto e shiedeanursobre la estimulacion del sistema de defensa
antioxidante enddégeno (SDAE) Catalasa (Cat), SwmwoDismutasa (SOD), Glutation
Peroxidasa (GPx) y Glutation Reductasa (GR) y eickh de Reduccién de glutation (IR
GSH/GSSG) en ratas intoxicadas con una dosietslillle Tioacetamida (6.6 mmol/Kg).
En esta primera fase también se evalud la activaddidxidante del extracto por la técnica
de DPPH. En la segunda fase, se realizd la extraat® los principios activos acetonil
geraniina 'y 3-Qu-L-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de  Kaemferol por
cromatografia en columna y capa fina, la identtiiéa de los compuestos se realizé por
RMN. Posteriormente, se evalué la capacidad deheixt y los compuestos activos para
reducir la lesion hepética a través de la medi@dnenzimas Aspartato aminotransferasa
(AST), Alanina aminotransferasa (ALT) y Bilirrubimaotales (BILT) en ratas intoxicadas
con TAA.
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Resumen

Los resultados de la presente investigacion mastrque el extracto fue capaz de
inducir la produccion de las enzimas del SDAE asi@ mejorar el IR GSH/GSSG a las 24
y 48 h posteriores a la intoxicacion; de igual fareh extracto mostré una elevada actividad
antioxidante con un porcentaje de reduccion debB186.93% valor marcadamente
diferente de los controles. La segunda parte detliesconfirmé el efecto hepatoprotector
que ejercié el extracto pero ademas la actividadodeprincipios activos fue aun mas
notable, al reducir significativamente los marcadale lesiéon AST, ALT y BILT.

En conclusién, el extracto y los principios actidess. shiedeanurposeen elevada
actividad antioxidante y ejercen un poderoso efdwpatoprotector lo cual sugiere la
continuacion de estudios moleculares pertinerdes @ilucidar los mecanismos de accién
gue ejercen en el organismo frente al dafio hepgtasi tener bases fundamentadas para

hacer una propuesta en el tratamiento de las eaflaes hepaticas.
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Abstract

ABSTRACT

The use of medicinal plants has been reported waitdl for the treatment of
multiple diseases since ancient times, but moghem do not have sufficient scientific
studies to support its use.

Geranium shiedenuis a specie that grows in the forests of MinerlMonte and
Mineral del Chico in Hidalgo State, Mexico, it hlasen described its therapeutic use as
antiseptic and antipyretic. The use of otB@raniumextracts species has reported activity
as antioxidant, hipoglycemic, antihypertensive, irdlamatory, hepatoprotective,
hypocolesterolemic and anticancerigen. Previoudiesuof the group, it was identified
hepatoprotective activity fror®. shiedeanunextract by reducing injury markers to levels
close to controls at 24 and 48 hrs. In additiohas been identified four major components
three hydrolyzable tannins: gallic acid, ellagicda@cetonyl geraniin and the flavonoid

Kaemferol 3-Os-L-arabinofuranose-7-Q@-D-Ramoside.

This study had two phases; the first one inclutted evaluation of pre-treatment
with G. shiedeanumextract on stimulating endogenous antioxidant ke system
(EADS): Catalase (Cat), Superoxide Dismutase (SGBRWtathione Peroxidase (GPx),
Glutathione Reductase (GR) and glutathione redadtidex (RI GSH/GSSG) in rats liver
tissue treated with a sublethal dose of thioacetan(6.6 mmol/Kg). In this phase also
antioxidant activity ofG. shiedeanunextract was measured by DPPH technique. In the
second stage, the active compounds geraniin adetangg kaempherol 3-©-L-
arabinofuranoside-7-@-D-rhamnosyde purification was performed by coluamd thin
layer chromatography. The identification of suchmpounds was performed by NMR.
Subsequently, we assessed the ability of the dx#&maa the active compounds to reduce
liver injury by measuring the enzyme aspartate atnamsferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and total bilirubin (TBIL) rats intoxicated with TAA.

The results showed thé& shiedeanunextract was able to induce the production of
EADS enzymes improving Rl GSH/GSSG at 24 and 48dr atoxication, likewise, the

extract showed a high antioxidant activity with wetion rate of 86.91 + 7.93% value
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Abstract

markedly different from the controls. The secondt paf the study confirmed the
hepatoprotective effect exerted by the extractaad the activity of active ingredients was
even more remarkable, by significantly reducing dgenmarkers AST, ALT and TBIL.

In conclusion,G. shiedeanunextract and its active compounds have high arden
activity and powerful hepatoprotective effect sesjng to keep going with phytochemical
studies on other plant components and relevant culale studies to elucidate action
mechanisms exerted on the body against liver darmadehus have substantial grounds to

make a serious proposal for the treatment of lirseases.
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ABREVIATURAS

ALT : Alanina aminotransferasa
AST: Aspartato aminotransferasa

ATP: Adenosin trifosfato

BHT : Butilhidroxitolueno

BILT : Bilirrubina total

Cat: Catalasa
CCly: Tetracloruro de carbono

CYP450. Citocromo P 450

DNA: Acido desoxirribonucléico

G. shiedeanumGeranium shiedeanum
GOT: Transaminasa glutamico oxalacética
GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutatiéon reducido

GSSG Glutation oxidado

GTP: Transaminasa glutamico pirdvica

Abreviaturas

‘OH: Radical hidroxilo

ALP: Fosfatasa alcalina

BHMT :

metiltransferasa

Betaina homocisteina

BILD : Bilirrubina directa

CAM:

alternativa

Medicina complementaria

CBS: Cistationing3-sintetasa
COX-2: Ciclooxigenasa-2

CuznSQOD:

dependiente de cobre y zinc

Superoxido dismutasa

DMSO: Dimetil sulfoxido
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
G6PDH: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

GCL: Glutamato cisteina ligasa

GCLC: Glutamato cisteina ligasa
catalizadora
GCLM: Glutamato cisteina ligasa
moduladora

GS: Glutation sintetasa

H,0,: Peréxido de hidrogeno
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Abreviaturas

I.p.: Intraperitoneal HTG: Triglicéridos hepaticos

IgA: Inmunoglobulina A Hyc: Homocisteina

IL-1B: Interleucina-1B i.g.: Intragastrica

LDH : Lactato deshidrogenasa LOH : Lipohidroperdéxido

LDL : Lipoproteinas de baja densidad LOOH : Lipoperoxido

MeOH: Metanol MDA : Malonaldehido

NaCl: Cloruro de sodio MDH : Malato deshidrogenasa

NAD: Nicotinamida adenina dinucleotido  MnSOD: Superoxido dismutasa

dependiente de manganeso

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotiddNH3: Amoniaco
fosfato

NK: Natural killer NOM: Norma Oficial Mexicana

ORAC: Capacidad para atrapar radicalé3, : Anion superoxido

oxigeno

QR: Quinona reductasa ONOQO: Peroxinitrito

REL : Reticulo endoplasmico liso Prx: Peroxiredoxina

RER: Reticulo endoplasmico rugoso RMN: Resonancia magnética nuclear
RO: Radical alcohoxilo ROOH: Radical peroxilo

ROS: Especies reactivas de oxigeno SAH: S-adenosil homocisteina

RPBI: Residuos peligrosos biologicciAMe: S-adenosil metionina

infecciosos
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Abreviaturas

SDAE: Sistema de defensa antioxidant®D: Desviacion estandar

enddgeno

SOD: Superéxido dismutasa TASO: Tioacetamida sulféxido
TASO,: Tioacetamida disulfoxido

TAA: Tioacetamida TBARS: Sustancias reactivas del acido
tiobarbitdrico

Ul: Unidades Internacionales Trx: Tiroredoxina

VLDL : Lipoproteinas de muy baja densidadu.a.. Unidades arbitrarias

v-GT: gamma-glutamil transferasa v-GCS: Gamma-glutamina cisteina

sintetasa
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INTRODUCCION

El higado es uno de los 6rganos mas susceptibldafitepor el contacto frecuente que
tiene con farmacos, drogas, alcohol, toxinas et supone una elevada incidencia de
enfermedades hepaticas en México y en todo el mubdotro de estas se encuentran
basicamente la cirrosis, hepatitis, hepatopati@halca, esteatosis hepatica, entre otras. Se
ha considerado que el cancer hepatico ocupa lamségiosicion entre los de mayor
incidencia y es la sexta causa de las muertesgpaec. Tan solo en 2008 se reportaron 748
300 nuevos casos de cancer hepatico y 695 900 esumnttodo el mundo (1). En México
los datos mas recientes del INEGI en 2010 estima2@n453 muertes relacionadas con

enfermedades del higado y en el estado de Hidalg@agnosticaron 990 (2).

El tratamiento de las enfermedades hepaticas aesodttoso en varios sentidos porque
involucra una serie de alteraciones sistémicas aslatal gasto econdmico asociado a la
enfermedad y sus complicaciones. Conjuntamenteselde farmacos para el tratamiento
de las enfermedades hepaticas muchas veces ntarssulel mas indicado ocasionando
hepatotoxidad inducida por farmacos evento quevagaain mas la condicion patologica.
La investigacion sobre las terapias alternativasestes padecimientos es un area poco
explorada por eso resulta ser oportuno realizgpysgstas de nuevos tratamientos que sean

menos costosos y que impliquen menor numero decibees.

La medicina complementaria alternativa (CAM) dejlee se ha obtenido conocimiento
empirico sobre el uso de plantas en el tratamidatinfinidad de enfermedades ha sido
basica para el disefio de estudios fitoquimicos quymcipal objetivo es identificar las
moléculas responsables de los efectos terapéutiessritos, asi como de los estudios
biolégicos en los que se intenta explicar los mscans de accion a través de los que
dichas moléculas funcionan. Muchas personas endbdwndo prefieren utilizar plantas
medicinales en lugar de farmacos de patente posggeren que las plantas, al ser
productos que ofrece la naturaleza generaran memniesgos y complicaciones, aunado a
esto tienen un menor costo. Sin embargo, es imgerteacer notar que no por el hecho de

ser de origen natural, su utilizacion no tendrasecnencias, por esta razon es necesario
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realizar los estudios toxicologicos pertinentesapastablecer dosis letal media y dosis
terapéuticas, esto permitira con mayor seguriddzart de forma adecuada las plantas

medicinales.

En este estudio se probo el efecto hepatoprotectantioxidante del extracto y
compuestos activos de la espeaBieshiedeanuren un modelo de hepatotoxicidad inducida
por TAA con la finalidad de realizar una propuestpartir de una especie endémica, los
resultados de esta investigacion resultaron serprumetedores.
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.  ANTECEDENTES

2.1 Anatomia del higado

El higado es después de la piel, el 6rgano masigrdel organismo humano, pesa
entre 1500 y 1900 g., alrededor del 3% del pespocal de un adulto esta representado por
el higado, recibe entre el 25 y 28% del flujo sango y utiliza aproximadamente el 20%
de oxigeno total que necesita una persona (3).0hmaamente, se localiza en el cuadrante
superior derecho y parte izquierdo por debajo ddtama en la cavidad abdominal. Se
considera una glandula mixta ya que posee funcienddcrinas y exocrinas. Esta cubierto
por la capsula de Glisson, que es una fina capgutajido conectivo, a su vez rodeada en
su mayoria por el peritoneo (4). Esta irrigadolperarterias hepaticas derecha e izquierda
del tronco celiaco en un 15% vy entre el 70 a 75%ridgo proviene de la vena porta
hepatica con sangre procedente del tracto digegtéutcreas y bazo, por lo tanto recibe los
nutrientes absorbidos en el intestino (exceptaldipique son transportados via linfatica),
agentes toxicos, farmacos, secreciones pancreapicaguctos de la degradacion de las
células sanguineas del bazo. Por lo tanto lasasthepaticas son las primeras en estar

expuestas a una gran cantidad de compuestos tatrimeéntos como sustancias toxicas

(5).

El higado posee diferentes componentes estruesural parénquimaque esta
conformado por placas de hepatocitosesttoma de tejido conectivque continua cota
capsula de Glissoty sostiene las estructuras de las ramificacioreesadena porta la
arteria hepéticay los conductos biliaresasi como loserviosy la venas centralesLos
sinusoides hepaticason espacios vasculares que recorren las plachss depatocitos y
los espacios paresinusoidalesde Dieseque separan el endotelio de los sinusoides de los

hepatocitos (6).

Por otra parte, se encuentrdadiulillo clasicoy loslobulillos portales El lobulillo
clasicoque son unidades de forma hexagonal por dondéesea las arterias y la venas de

las triadas portales que pasan por los sinusoidggticos y terminan en la vena
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centrolobulillar o hepatica terminal. Ldsbulillos portalesson bloques triangulares de
parénquima hepatico de tres lobulillos clasicoseusu eje central poseen unos conductos
biliares y constituyen la parte medular de los lifibs hepaticos.

Los acinos hepaticosepresentan la unidad hepatica mas pequegarg@ 1), estan
formados por tres zonas adyacentes de dos loluldlasicos separados por los vasos
sanguineos de distribucion que van de un espacia pbotro; esta unidad correlaciona la
irrigacion, la histologia del higado y la actividagtabdlica (6).

Las tres zonas descritas comprendanzona | que representa el area de tejido
hepatico que rodea en forma inmediata al ductdiarlyi a las ramas terminales de la vena
porta y la arteria hepéaticha zona Ill comprende el parénquima mas alejado de estas
estructuras, la region que rodea a la vena centeatona llIformada por el tejido hepéatico

ubicado en las dos zonas anteriores.
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Figura 1. Representacion del acino hepatico unidaéstructural y funcional del higado
conformado por Iébulos hepaticos contiguos y hepattos que se disponen formando
sinusoides derivados de dos venas portales. Los wsnides son irrigados por las
arterias hepaticas cerca de la periferia de I6buloCada |6bulo tiene aporte arterial,
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portal y drenaje biliar. El acino hepatico es consierado la base para diferenciar las
distintas zonas dentro del higado.

Lascélulas Kuppfeson macréfagos especificos del higado poseen festnallada
y un nucleo oval grande y globoso y un nudcleo lesibu citoplasma contiene una gran
cantidad de lisosomas por ser de tipo fagocitaaia [ncorporar particulas grandes como
eritrocitos y bacterias; también unen particulagupéas pero lo hacen a través de vesiculas
por pinocitosis. En estas células se expresa lananklIDPH-oxidasa la cual participa
definitivamente en el desarrollo de la lesion higgdnhducida por toxicos. Tienen diversas
funciones la principal quiza sea la de mantenbolaeostasis hepatica a diferentes niveles,
la endocitosis es el proceso mediante el cual sgi@m@ la homeostasis por la captacion de
algunas proteinas plasmaticas y otras sustanem@guieas ya que su reclutamiento
propicia una respuesta metabolica que lleva a pipditocinas y eicosanoides. Se observa
una elevada actividad de peroxidasa en reticulmméasmico rugoso y la envoltura
nuclear. Remueven los remanentes de las LDL ox&ddeh plasma, también captan las
VLDL vy lipoproteina A (7). En algunas enfermedada®sno cirrosis biliar primaria, la
ictericia obstructiva y el consumo de etanol redulzehabilidad de las células Kuppfer
para formar complejos inmunitarios con la inmunbglona A (IgA) lo que afecta la
capacidad inmunitaria del huésped. Las células fangmseen receptores para los factores
de complemento los cuales se unen a las inmundgiebu el DNA, las bacterias y las

plaguetas (8).

Lascélulas estrelladas células de Itose localizan en los espacios de Diese entre
las células parenquimatosas y las células endetelide los sinusoides sus funciones
principales incluyen el almacenamiento de vitanAnaon las principales responsables de
la produccion de matriz extracelular durante laoiis (9). De manera normal las células
estrelladas permanecen quiescentes pero puedectsexdas por diversos factores que
estimulan las lesiones hepéticas por lo que pralifey generan matriz extracelular. El
desarrollo de fibrosis hepatica esta mediado pocicias especificas y especies reactivas
de oxigeno (ROS) liberadas por los hepatocitos dizdjalas células de Kupffer y las

células estrelladas activadas (10).
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Lascélulas Pitson células con actividad citotoxica de forma kima los linfocitos
granulares de sangre periférica y en funcion pdaeailas células NK (asesinas naturales)
gue reconocen a las células blanco a través detoges especificos uniéndose a ellas
realizando sus funciones antitumorales por exasits granulos que contienen perforinas
y granzimas, inducen apoptosis mediada por recpipta activacion de otras células del

sistema inmune por la liberacion de otras citos{ha}.

Los hepatocitosconforman los estratos celulares de los lobulitlepaticos, tienen
forma poligonal y miden entre 20 y 30 um de diamgtse disponen laminarmente en una
0 dos células de espesor de acuerdo a su localeaintro del lobulillo, constituyen
aproximadamente el 80% de la poblacién hepaticavgnvalrededor de 150 diaBidura
2). Sus dos caras basales se encuentran comunmaudéss espacios perisinusoidales o de
Disse donde se extienden unas microvellosidadesagoentan la superficie de contacto
con los sinusoides hepaticos. Las cuatro caréantes son contiguas a otros hepatocitos y
entre ellas se forman los canaliculos biliaresspreespacios intercelulares laberinticos de
1 a 2 um de diametro donde se secreta la bilisegueonducida hacia la periferia de los
lobulillos (6). Algunos pueden tener dos nucle@sgen un gran numero de mitocondrias y
peroxisomas, pequefios complejos de Golgi; en saplagma contienen el reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y ribosomas libres dadsintetizan las proteinas; ademas
albergan inclusiones de glucégeno y depdsitospidol. En el reticulo endoplasmico liso
(REL) se sintetizan los lipidos de las lipoproteilyaahi mismo se degradan y conjugan
toxinas, drogas y el etanol lo que propicia la tipéa de este organelo estimulando la
sintesis de membranas y enzimas del REL generaidmrcia en los individuos que
ingieren grandes cantidades de estas sustanciashdpatocitos poseen gran capacidad
regenerativa ya que entran en mitosis cuando slagoh se ve afectada por cirugia,

enfermedad o toxicidad (12).
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Figura 2. La imagen muestra un corte de parénquimehepatico representado por
hepatocitos tefildos con hematoxilina-eosina (40X)Se observan las membranas
celulares bien definidas y un citoplasma baséfilo yrumoso. Los nucleos tienen
cromatina puntiforme y presencia de nucleolos.

2.2 Funciones del higado

El higado tiene un enorme namero de funcionescarggo dentro del organismo de
las cuales destacan el metabolismo de hidratos adeomo, lipidos, proteinas y la
degradacion de farmacos y toxinas. Participa ealmhcenamiento y regulacién de la
vitamina A, asi como de la sintesis de la protegr@sportadora de la misma. En el higado,
la vitamina D es convertida a 25-dehidrocolecatoifg luego en el rifion se transforma en
1,25 dihidrocolecalciferol que es la forma activergpque se absorba adecuadamente el
calcio. La vitamina K es transportada hacia el ddgdonde se forman los factores de

coagulacion como la protrombina. Este 6rgano tambgresponsable del metabolismo y
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almacenamiento del hierro porque aqui se sintetiamieinas como la transferrina,
hemopexina, haptoglobina que estan involucradael éransporte y metabolismo; este
elemento se almacena en el citoplasma de los lufoateen forma de ferretina y de
granulos de hemosiderina. El higado también ppéatien la transformacion de la hormona
tiroxina secretada por la glandula tiroides contmay@dotironina y posteriormente pasa a
su forma biolégicamente activa la triyodotironizn el higado se degrada la insulina y el
glucagon, ademas, sintetiza el factor liberadodad@ormona del crecimiento, tiene la
funcién de secretar la bilis cuya funcidon es laemeulsionar las grasas y posee una

inminente relacion con el sistema inmunoldégico lpsrcélulas de Kupffer y las células Pit

(6).

2.1.1 Metabolismo de proteinas

La albumina es la proteina plasmatica de maygoitancia, regula el volumen
sanguineo Yy la presién oncotica. Llay p globulinas transportan sustancias y regulan la
presién coloidosmotica. En el higado se degradana@midos y el amoniaco que se forma
como producto de desecho altamente toxico a tidelésiclo de la urea. Se transforman los
aminoacidos no esenciales en esenciales; soniziuas las lipoproteinas de baja densidad
LDL que transportan el colesterol desde el higadmsatejidos del organismo, las
lipoproteinas de muy baja densidad VLDL que trartgpolos triglicéridos desde el higado
a los tejidos y las proteinas de fase aguda impedtadurante la respuesta inflamatoria
(13).

2.1.2 Metabolismo de los hidratos de carbono

En el higado se lleva a cabo una parte impor@gitenetabolismo de los hidratos de
carbono, se inicia con la fosforilacion de la gke@ glucosa 6 fosfato, éste es el primer
paso de diversas rutas metabdlicas y dependiendasdeecesidades energéticas de la
célula, la glucosa 6 fosfato puede entrar a glaipara obtener energia o ser almacenada

en forma de glucdégeno hepatico (glucogeénesis) nrdarun periodo de ayuno este sera
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utilizado como combustible principal para la lib@ém de glucosa dando paso a la
glucogendlisis evento mediado por las hormonasnatira y glucagon (14). Este érgano
también realiza otro proceso bioenergético llamghimoneogénesis que consiste en la
obtencion de glucosa a partir de otros metabatitobidrocarbonados y esto ocurre cuando
las reservas energéticas se han agotado duramiygunn de 12 horas o por ejercicio fisico
prolongado y la glucosa debe mantener sus nivelesargre por lo que es necesario la
biosintesis proveniente de otros sustratos aligosatcomo el glicerol liberado por la

hidrolisis del triacilglicerol, de lactato originaen la glucdlisis anaerobia de los eritrocitos

y musculo esquelético y de aminoacidos por la digian de proteina muscular (14).

2.1.3 Metabolismo de los lipidos

En el higado se lleva a cabo la lipogénesis oiltiesis de acidos grasos que
consiste en una serie de reacciones ciclicas paranistruccion de una molécula de acido
graso a través de la adicién de dos moléculas dmma derivadas de acetil CoA a una
cadena de acido graso; por otra parte, tambiéaadiza lap-oxidacion de 4cidos grasos a
partir de los depdsitos de triglicéridos del tejatbposo para proporcionar energia durante
el ejercicio o el ayuno prolongados. En la degreisiade los acidos grasos se eliminan dos
unidades de carbono de la molécula de un acid@ gnasluciendo acetil CoA, que puede
ser oxidado a C®y H,O por el ciclo de Krebs. La sintesis de colestgrébsfolipidos

también se efectla en el higado asi como la praziude VLDL (15).

2.1.4 Detoxificaciéon de farmacos y toxinas

Las membranas que rodean los sinusoides estataaisipor una gran cantidad de
fenestraciones o poros que permiten el paso digztmoléculas hacia los hepatocitos lo
cual confiere a los hepatocitos esta capacidadegerdr farmacos, toxinas, drogas, etc.
Muchas de las sustancias no pueden ser eliminadagghnismo manera directa por via
renal por lo que tiene que tienen que sufrir algym@cesos para convertirse en sustancias

mas solubles y asi ser desechados. Esos processisten en dos fases: oxidacion y
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conjugacion. La oxidacion se realiza en el REL dasnmitocondrias de los hepatocitos y
consiste en una serie de reacciones llevadas apoaildas enzimas del citocromo P450 que
oxidan a estas sustancias y las inactivan. La gagjan se realiza con el acido

glucurdnico, la glicina, taurina o radicales sufabe ha visto que el consumo prolongado
de ciertos farmacos genera hipertrofia del REL i qansiguiente aumentan las enzimas

encargadas de estos procesos (16).

2.2Mecanismos de hepatotoxicidad

En el mundo entero la lesiéon al higado es muy &et debido al consumo
desmesurado de alcohol, farmacos, de ciertos castgmue derivados de plantas y
suplementos para bajar de peso, la exposicionus ¢iomo los de la hepatitis, el dafio
ocasionado por el ataque de los acidos grasos [gyoelucidos en el sindrome metabdlico,
procesos inflamatorios mediados por el sistema imuidgico y ciertas condiciones
genéticas. Estas condiciones patologicas y las ctegiisticas metabdlicas y de
vascularizacién propias de este 6rgano lo hacervaiésrable.

Alrededor del 75% del flujo sanguineo hepatico dledjrectamente del tracto
gastrointestinal por la vena porta. El otro 25%cesducido por la arteria hepatica. Los
xenobibticos, una vez absorbidos en el intestingadi® viajan en la sangre portal para ser
descargados en el higado, por lo tanto este Orgarienido que desarrollar un sistema de
detoxificacion eficiente. En el proceso de detaeifion los compuestos son convertidos a
metabolitos secundarios para ser eliminados malsn&e del organismo, pero también
pueden ser biotransformados a otros compuestosmiedigarios altamente reactivos
causando un dafio directo al higado (17).

La hepatotoxicidad depende de la dosis y el tiedgwaontacto, por lo general es
reversible en las etapas iniciales de la intox@acsiempre y cuando se elimine la
exposicidn al toéxico. Existen otros factores quiepoializan el efecto hepatotdxico uno de
ellos es la elevada concentracion que alcanzahldgaglo una gran cantidad de sustancias

con naturaleza liposoluble, las transformaciones spfren dentro del hepatocito y que el
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higado es la puerta de entrada hacia los demakdejLos organelos celulares y sus
funciones son los primeros en sufrir el dafio, persolo los hepatocitos lo experimentan
también los colangiocitos, células Kupffer, célulds Ito, las células epiteliales

sinusoidales, entre otros (17).

Una gran variedad de farmacos y agentes del madhieate son considerados
como xenobidticos hepatotoxicos que originan lesiépatica en distintas formas: en su
triple aspecto (zonal, masiva o difusa), esteatasiestasis, fibrosis, cirrosis, carcinoma
hepatocelular y colangiocelular y alteracionesutatorias intrahepaticas. El acino hepatico
es el lugar donde llegan las especies quimicasivaagor el flujo sanguineo producto del
metabolismo de estos compuestos lo que propiciaidat caracteristica en zonas
especificas debidas, en parte, a la expresion ziemas y a la presencia de tdxicos en la
sangre a lo largo del acino. La mayor parte desesiatancias producen necrosis lo cual
implica pérdida de la homeostasis, alteracion dentafologia celular, formacion de

protuberancias en la membrana, rotura y por Ultlesiruccion de organelos (18-20) .

2.2.1 Biotransformacion de hepatotoxicos y producciématicales libres

El higado es capaz de eliminar toxinas de origelogeno o exdgeno a través del
sistema de éxido-reduccién monooxigenasa de funui@ta dependiente del citocromo P-
450 (CYP450). Este sistema consiste en una supdidajue implica mas de 13 000 genes
encontrados en todos los reinos biolégicos; catalizn amplio nimero de reacciones de
monooxigenacion: hidroxilacion, epoxidacion, desamnion, sulfuracion, N-desmetilacion,
O-desalquilacion, S-oxidacién y deshalogenaciédativa. Mas del 50% de las sustancias
gue ingresan al organismo son biotransformadasepte sistema. EI CYP450 es una
hemoproteina conformado por un grupo hemo y unanaagdolipeptidica de 45 a 55 kD. El
grupo hemo lo constituye una protoporfirina IX coma atomo de hierro localizado al
centro del anillo protoporfirinico, el cual tieneatro ligandos insertos a los grupos
pirrolicos y dos ligandos axiales. El sistema eftioo P-450 consiste en dos componentes
proteicos: la hemoproteina CYP450 y una flavopneteNADPH citocromo P-450

redcutasa. EI CYP450 es el lugar de union del atasty del oxigeno molecular, la
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reductasa sirve como transportador electronicoagl electrones desde NADPH hacia el
complejo CYP450 al sustrato, ya que el transpogeestos electrones es sumamente
importante para que lleve acabo las actividadesialenooxigenacion (21). En las células

eucariotas el CYP450 se localiza en el reticuloopltasmico liso (microsomas) y en la

mitocondria de los hepatocitos con mayor conceidinaen la region que rodea la vena
central, por esto es comun observar necrosis perdee producto del contacto con los
metabolitos reactivos resultantes de la transfoi@nase xenobidticos (22, 23).

Los hepatotoxicos biotransformados generan espegigsiicas reactivas que
originan una serie de alteraciones molecularespgran avidez de unirse covalentemente
con macromoléculas ricas en electrones de nataralecleofilica o con el grupo —SH del
glutation interviniendo en funciones celularesica (24). Basicamente se forman dos
tipos de especies quimicas reactivesmpuestos electrofilicog radicales libres Los
compuestos electrofilicagsultan del metabolismo de hepatotoxinas comecei@mida,
bromobenceno y acetaminofeno; son capaces de geamdages débiles con el grupo —SH
de la cisteina o de la metionina y con el grupo,Nl¢ la arginina e histidina, en
consecuencia hay alteracion estructural y funcideagproteinas, disminucion de actividad
enzimatica y de transportadores celulares. Losceslduertes los forman con sitios
nucleofilicos fuertes como el DNA lo que puede amzr mutagénesis y carcinogénesis.
Los radicales libresson derivados de hepatotéxicos como el tetracodercarbono y las
especies reactivas de oxigeno (ROS) formadas ecioe@s oxidativas por reduccion del
oxigeno molecular y son capaces de desencadenaxigerion lipidica. Los sitios
nucleofilicos de las macromoléculas en orden anéeison: grupos tiol (residuos cisteinil
en proteinas y glutation), atomos de azufre delwesi metionil de las proteinas, grupos
aminos primarios y secundarios de las proteinagpogr amino de las bases puricas y
pirimidinas en DNA y RNA, atomos de oxigeno, atordesoxigeno del fosfato en DNA y
RNA (19).

Generalmente los hepatocitos reaccionan frerdafe por medio de la expresion y
activacion de sus mecanismos de defensa incluyeipeatrofia del reticulo endoplasmico,
induccién de la expresion génica de enzimas amamtes, aumento del glutation y sintesis

de proteinas de fase aguda y choque térmico. Shargm, la exposicion continua al estrés
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oxidativo promueve una serie de alteraciones biogpais y morfolégicas representadas por
formacion de protuberancias en la membrana cedularconsecuentemente pueden alterar
la permeabilidad celular y el funcionamiento dddemba de calcio dependiente de ATP
anclada a la membrana lo que genera aumento @e cébsolico (25-27). El aumento del
calcio intracelular activa diferentes enzimas cdasoendonucleasas que degradan el DNA.
La perturbacion de la homeostasis involucra otresn®s como la disrupcion del
citoesqueleto, activacion de enzimas degradatiVasfo{ipasa A2 y proteasas) y la
estimulacion de la poli-(ADP-ribosa) polimerasa.toSs eventos son precedentes
activadores de las rutas metabdlicas que culmimammeerte celular por apoptosis o
necrosis. Cuando la lesion afecta el mantenimidetdos programas celulares, la célula
opta por la via apoptética. La necrosis inicia htitosdlico e implica hinchamiento y
pérdida de la integridad de la membrana celulatocondrial y nuclear con la
concomitante dilatacion del reticulo endoplasmi@8)( La apoptosis determina la
condensacion citoplasmatica y nuclear con fragneéntasin ruptura de la membrana
celular. La apoptosis inducida por farmacos egjidaa mientras que la necrosis es zonal
(18, 29).

2.3Marcadores de lesién hepatica

Muy frecuentemente en la practica clinica se realidliferentes estudios que
reflejan grado de funcionalidad del higado. Segumue se quiera conocer, se puede
evaluar la excrecion de compuestos a traves desthcidn de bilirrubinas (total, directa e
indirecta), la integridad hepatocelular (transars@sa y sintesis de proteinas (albumina) por
mencionar algunos. La evaluacion de enzimas esal utilizado ya que generalmente se

encuentran elevadas en presencia de lesion o eedadthepatica (29, 30).

2.3.1 Aspartato aminotransferasa (AST)

La AST también llamada transaminasa glutamico maIMGOT) cataliza la

transferencia reversible de un grupo amino delréejpaal cetoglutarato con formacion de
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glutamato y oxalacetato, éste es reducido a matajwor la malato deshidrogenasa (MDH)
y NADH. La velocidad de disminucién de la concecitta de NADH en el medio,
determinada espectrofotométricamente, es propakianla concentracion catalitica de
AST en suero. Esta enzima esta presente en eblcitanitocondria de células hepaticas,
corazén, musculo esquelético, cerebro, rifion, @@scpulmon, eritrocitos y linfocitos. Los
niveles elevados de AST no son tan especificos gefia hepatico por esta razén se debe
tomar en cuenta otros marcadores como la ALT y AhRl diagnéstico y seguimiento de
la enfermedad (29, 31).

2.3.2 Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT o transaminas glutamico piravica (GPT) catlla transferencia reversible
de un grupo de la alanina alcetoglutarato con formacién de glutamato y piravail
piruvato producido es reducido a lactato en praaahe lactato deshidrogenasa (LDH). La
velocidad de disminucion de la concentracion de MNABn el medio, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentradétalitica de ALT en suero. Se
encuentra principalmente en células hepaticasonrifia liberacion de estas enzimas en el
torrente circulatorio no necesariamente es signmderte hepatocelular pueden elevarse
Unicamente como indicador de dafio. Se observariesivelevados en enfermedades

hepéticas como la hepatitis, enfermedades de Igsutus, y traumatismos (31).

2.3.3 Bilirrubinas

La bilirrubina es formada por la descomposicionadeglobulos rojos (grupo hemo)
en el sistema reticulo reticuloendotelial. La hilbina no conjugada se trasporta del bazo al
higado ligada a albumina, es insoluble en agudop@nto no es excretada por medio de la
orina. La bilirrubina conjugada puede ser excretadala orina. Dentro del higado es
conjugada a bilirrubina glucoronido y posteriorngeas secretada en la bilis y el intestino
respectivamente. En el intestino la flora intestmdegrada a urobilindgeno, el cudl cierta

parte es reabsorbida y es excretada por el riftbavas de la orina 0 es excretada por el
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higado a través del tracto gastrointestinal. Bbres eliminada por las heces y esto es lo
que le da su color caracteristico. Normalmente leauero se encuentra en forma no
conjugada reflejando el balance entre la producgidla excrecion hepatobiliaria. La
hiperbilirrubinemia es el resultado de un increroede la bilirrubina en plasma. La
bilirrubina total se altera por aumento de la heésig)l alteraciones genéticas, anemia
neonatal, alteraciones eritropoyeticas, preseneiardgas. La bilirrubina directa refleja

colestasis hepética, alteraciones genéticas yaeitares hepaticas (31, 32).

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina medéel acido sulfanilico diazotado

midiéndose fotométricamente.

2.4 Metabolismo hepatico de la Tioacetamida

Debido a la gran incidencia de enfermedades hesatior el contacto con agentes
toxicos se han disefiado modelos de experimentdorcuales permiten conocer los
mecanismos moleculares, bioquimicos y fisiopataldgipor los cuales se desarrolla la
lesion hepatica. Un modelo muy utilizado es lad&amida (TAA) para representar dafio
agudo y cronicoRigura 3). La TAA es considerada un potente hepatotoxioce causa
dafio a nivel centrilobular, fundamentalmente seabwiza en el CYP2E1 (33) en dos
pasos primero a tioacetamida sulfoxido (TASO) y t@isrmente al metabolito
tioacetamida disulfoxido (TAS£ el cual es altamente reactivo y capaz de unirse
covalentemente para formar aductos corelossiduos de lisina de las proteinas nucleares
favoreciendo a aparicion de fibrosis, cirrosis gas (34, 35). EL efecto dosis-dependiente
por la administracién de una dosis de TAA se rafimj el aumento de los niveles de las
ezimas Aspartato aminotransferasa (AST), Alaninanatransferasa (ALT), Bilirrubina
total (BILT), Bilirrubina directa (BILD), amoniac@Hj3), y r-Glutamil transpeptidasa (r-
GT), la disminucion de los valores de hemoglobplaguetas y albumina sérica. También
se han observado alteraciones en conteo de célalasas, de las citosinas proiflamatorias
TNF-a e IL-6, el aumento de Oxido nitrico sintasa irdlec(iNOS) y del Factor nuclear--
kB (NF«p). Se especula que el mecanismo de dafio es potivacion iINOS y del Nk

y eso aumenta los niveles de TMIe-IL-6 induciendo dafio hepéatico inexorable (36).
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CYP2E1 CYP2E1
—_— —
Paso 1 Paso 2
TAA TASO TASO,

l

LESION HEPATICA <«—— Union covalente

Figura 3. Representacion grafica del metabolismo dEAA. El primer paso comprende
la transformacién de TAA en TASO por accion del CYREL, en el segundo paso la
molécula de TASO se convierte en el metabolito eteafilico TASO, capaz de unirse
covalentemente a estructuras subcelulares y generkesion hepatica.

La administracibn de una dosis subletal de 500 mgd€ TAA da lugar a
intoxicacién aguda manifestada por necrosis peosanen cambio las dosis pequefas y
continuas provocan lesion cronica expuesta conrodib, cirrosis y cancer (37-41). Los
desdérdenes clinicos, bioquimicos e histologicos teido hepatico inducidos por
intoxicacién con TAA han sido profundamente estddgy son altamente parecidos a la
lesion hepatica aguda en humanos esto lo hace delonoonfiable para la evaluacion de

extractos de plantas o compuestos que parezcamedeyio revertir el dafio (42).

2.5Sistemas de defensa antioxidante

En un sistema bioldgico, un antioxidante es cagadccionar con radicales libres
siendo entonces un terminador de cadena oxidati@acapacidad antioxidante de una
sustancia o molécula se define como la habilidad énibir la degradacion oxidativa (por
ejemplo, lipoperoxidacion). La capacidad antiorigaesta determinada a su vez por: a)
reactividad quimica del antioxidante asociada actavidad antiradicalaria o estabilizadora
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de radicales libres, b) capacidad para accedeti@lde reaccion y c) estabilidad de los

productos formados después del proceso de estatidlizde radicales libres (43).

Ante un incesante dafio que ejercen los radicdbesslien los sistemas vivos la
naturaleza ha brindado diferentes fuentes de midteque permiten mediar este dafio.
Estos sistemas, de acuerdo a su origen, pueddficela® comoenddgenos/ exogenos
(Tabla 1). Los sistemas de defensa antioxidante enddgemasisten en una serie de
elementos bioldgicos que brindan proteccion anpedduccion continua de radicales libres
generados por funciones celulares como la respimagi sintesis de ATP a nivel
mitocondrial Figura 4); el sistema antioxidante endogeno, a su vez, igigled en
enzimaticoy no enzimético EI primero lo constituyen las enzimas antioxigant
Superdxido dismutasa, Catalasa, Glutation peroajdghitation reductasa, glutation S-
transferasa, entre las mas importantes. El seglonidtegran el glutation, la coenzima Q y
el acido tioctico o lipoico. El sistema de defeassioxidante exdégeno se forma por todos
los elementos provistos del medio ambiente (aliognplantas, etc.) que han sido
sometidos a estudios cientificos y se les ha ifiesdio actividad antioxidante. Entre los
mas estudiados se encuentran la vitamina E, vien@np-carontenos y polifenoles

(flavonoides y taninos) (44).

Tabla 1. Clasificacion de los sistemas antioxidargede acuerdo a su origen

Ex6genos Enddgenos
Vitamina E Glutation
Vitamina C Coenzima Q
Flavonoides Acido tiotico
[-caroteno Cofactor Enzimas
Licopenos Catalasa
Cobre Superoxido dismutasa
Zinc Glutatién peroxidasa
Hierro Glutation reductasa
Manganeso Glutation S-transferasa
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RESPIRACION CELULAR

3 2H +e 2H " +e — H,0 H +e
02 _ 02'_ _—9 2 H202 2 HO' _—i Hzo
> Dafioa
tejidos

0,-+0,~+2 1+ 398 Hzo,

TN

Metabolismo
células, enzimas GSSG
S~ Hor
Dienos conjugados
Dafio a DNAy
proteinas
NADPH NADP
Ac. Grasos 0, Fe,Cu
poliinsaturados > RO* ——> ROO* «— ROOH

Flavonoide Flavonoide Tocoferol Tocoferil
-CO-H -C-0° -CO-H -C-O°

DHA Ascorbico

Figura 4. Representaciéon de las principales rutas etabdlicas productoras de
radicales libres y la intervencién de los sistemantioxidantes enddégenos y exdgenos.
O2": radical anion superoxido, HO: radical hidroxilo, RO": radical alquilo,ROO":
radical peroxilo, ROOH: hidroperdxido, Fe: hierro, Cu: cobre, GSH:glutation
reducido, GSSG: glutation oxidado, GPx: glutation proxidasa, GR: glutation
reductasa, NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotidd-osfato, Cat: catalasa, SOD:
Superoxido Dismutasa.

2.5.1 Sistemas de defensa antioxidante endégeno

2.5.1.1 Enzimas antioxidantes

Las enzimas antioxidantes forman parte del sistelmadefensa antioxidante
endogeno de los organismos y ha surgido a lo ldegta evolucion de las especies como
mecanismo de proteccion frente al dafio originaddSRbs sistemas enziméticos de

defensa antioxidante consisten en una serie denaszfue actian coordinadamente: las

~ 34~



Antecedentes

superoxido dismutasas dependientes de cobre y€inZnSOD) y manganeso (MnSOD),
la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx), laagioh reductasa (GR), la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) y el enzima malico (ME).(#5) laFigura 5 se muestra la

accion y coordinaciéon de estos sistemas y su gelamn el ciclo redox del glutation.

DEFENSAS
0,
Catalasa H,0
. . 0,
*Mitocondria GPX / H,0
(cadena respiratoria) Flavi I
*tema P-450 ox?:i:;a Qe+ Vitamina E
*Reductasa Quelantes GSH GSSG
*Xantina \ \
Oxidasa Quinonas f L
. SOD L-cisteina
*NADPH Oxidasa & S
*Semiquinonas 0" I€ 21 H.0, -OH
d Fet2 Cu?*
NO =—> Peroxinitrito Lesion
Lesion al ADN

Peroxidacion lipidica
Oxidacion de proteinas

Figura 5. Destoxificacibn de las especies reactivade oxigeno por sistemas
enzimaticos de defensa antioxidante (SOD, catalagaGPx). La accidn concertada de
estos sistemas se encuentra complementada por unaris de antioxidantes no
enzimaticos (GSH, L-cisteina y vitamina E).

Superéxido dismutasd.a SOD es un componente muy importante del sastem

antioxidante, su funcién consiste en catalizardandtacion del @ a H,O, en la siguiente

reaccion:
20, +2H —m—> D+ HO0,

La familia de las SOD se conforma por las SOD ddpste de Cu y Zn
(CuznSOD) que se encuentra en el citosol de lagaséeucariotas, la SOD dependiente de
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Mn (MnSOD) localizada en la matriz mitocondrial @mcariotas y la SOD dependiente de
Fe (SOD) en bacterias aerobias (46).

El O,” se forma como producto de la cadena de transgbetd#rénico en los
complejos | y lll, es sabido que bajo condicionesmales existe una produccion de ROS
bien tolerada por la economia celular pero el atonelesmedido de estas especies
radicalarias genera estrés oxidativo que provoc® @m diversas estructuras celulares,
lipoperoxidacion de membranas y dafio al DNA lo cuoahlleva a envejecimiento
prematuro y enfermedades asociadas a éste comamedides cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes y carcinogénesis.efeniente se ha propuesto que la
ausencia en la expresion del gen Sirt3 puede alteeatividad de la MNSOD. La SIRT3 es
una proteina que pertenece a las sirtuinas unalidaohe 7 proteinas desacetilasas
dependientes de NAD comparten un dominio catalitico de 275 amino&igo se
encuentran en el nucleo (SIRT1, 6 y 7), mitocon@&HRT 3, 4 y 5) y citosol (SIRT 2)
(47). Ademéas se ha visto que la funcién mitocomdesta regulada por acetil transferasas y
desacetilasas, como las sirtuinas por lo consitgiestan involucradas en la produccién de
energia y ROS para que la sintesis de ATP carmad los requerimientos intracelulares
(48, 49). De tal manera que siendo la desacetitesaimportante, ha sido propuesto que
SIRT3 puede actuar como proteina de mantenimiento dptermina el control de las
funciones mitocondriales como la regulacién deelpiracion, aclaramiento metabdlico y

posiblemente el inicio de una respuesta protegtareeparadora (50).

Mutaciones en de la MnSOD estan asociadas con aoangendafio por estrés
oxidativo, formacion de tumores, enfermedades négicas y cardiomiopatias (51) esto
sugiere que las mutaciones en los genes que adifioteinas responsables de regular la
funcidon de la MnSOD estan relacionadas con el dadgarde enfermedades propias del
envejecimiento. Por otra parte, se ha propuestoSjRd3 protege contra el ataque por
ROS al potenciar la actividad del sistema de defemdioxidante. El gen Sirt3 regula las
propiedades enzimaticas de MnSOD ya que disminuyelesacetilacion por lo tanto
aumenta su actividad, es decir, aumenta la detaxifin del @". También se ha

demostrado que la MnSOD interactia fisicamente $ot8 porque la lisina 122 es
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desacetilada por Sirt3 sugiriendo que al menosekadteilacion de esta lisina en parte
regula la funcién de MnSOD (50, 51).

Catalasa La Cat cataliza la conversion deb® en HO. En ausencia de esta
enzima el HO, acumulado reacciona con metales comd FeClUf* que se encuentran el
medio para producir el radic#H, este tipo de reacciones se les conoce comaoiirelmd
catalaza se encuentra en mayor proporcion en exigema (80%) y en menor proporcion
en el citosol (20%) y estda en mayor concentracidrhigado, riidn y eritrocitos. Las

reacciones en las que participa son las siguientes:
HO,—> 2 H,0 + O
O + F€" —> 0, + Fé"
Hx0, + Fé"——>'OH + OH + Fé"

Glutation Peroxidasala GPx fue descubierta por Mills en 1957 (52)akza la

reaccion de oxidacion del GSH a GSSG a expenshls@go de peroxidos organicos. Las

reacciones son las siguientes:
H,0,+ 2GSH——> GSSG +®
ROOH + 2GSH—>  GSSG »(H+ ROH

En esta familia de proteinas existe la GPx depatwlige Selenio que actla sobre
hidroperéxidos de lipidos y la Gpx no dependiergeSelenio que es dimérica de menor
peso molecular y se relaciona con las GlutatiomaBsferasas porque participa en la
eliminacion de xenobioticos. Las GPx dependiengeSealenio son tetraméricas y contienen
un atomo de selenio en cada monomero de su regtélitica. En el sitio activo de la GPx
hay selenocisteina donde el sulfuro de la cisteénaido remplazado por selenio. Durante
el ciclo catalitico un selenol (proteinajSeeacciona con un peroxido ya seaOb
lipoperdxido o LOOH, dando lugar a un acido selérfroteina-SeOH). El grupo de acido
selénico reducido nuevamente a selenol por dos (®SHuales se oxidan a GSSG y
LOOH a su correspondiente LOH (53).
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Recientemente se ha descubierto una familia deeipest conocidas como
peroxiredoxinas (Prx) y tienen la capacidad de cedreréxidos directamente, la proteina
oxidada que resulta puede ser regenerada por namadixina (Trx) reductasa (54). Se
sabe que por lo menos existen 13 Prxs en las sé&leléos mamiferos y que son inducibles
en respuesta al estrés oxidativo y cuando se smiesen funcionan como agentes
protectores (55). Las Prxs y Trx funcionan en cotgucon las GPx para conservar un
nivel adecuado de peroxidos y proteincisteinas adidda ya que cuando la célula
experimenta un aumento del estrés oxidativo del iguenera aumenta el namero de
proteincisteinas oxidadas lo que induce la inacibrade algunas fosfatasas y factores de

transcripcion generando desregulacion de ciertaxi@nes inflamatorias (53).

Glutatibn Reductasd.a GR fue observada por primera vez por Hopkiidligt en

1931, posteriormente fue aislada de higado de cosej1932. Cataliza la reaccion de
restauracion del glutation en su forma reducidalagresencia de equivalentes reductores

de NADPH. La reaccién en la que participa es laisige:

GSSG + NADPH+ H—> 2 GSH + NADP

25.1.2 Glutatidon

El glutation {-L-glutamil-L-cisteinilglicina) es el compuesto licm no proteico
mas cuantioso en las células. El higado es el oOrgdonde se encuentra mas
abundantemente (5-10 mM). Existe en forma redu@@BH) y oxidada (GSSG) en una
proporcion de 100 a 1. En las células se hayaesrréservorios en el citosol en un 90%,
en la mitocondria en 10% y una pequeia cantidael eeticulo endoplasmico. Se forma
basicamente en dos pasos, primero a partir denghitay cisteina es producida
glutamilcisteina por accion de laglutamilcisteina sintetasa, después la enzima GSH

sintetasa utilizg-glutamilcisteina y glicina para formar GSH, estaacciones se llevan a
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cabo en presencia de ATP. Se ha descrito previaneemste compuesto como potente
antioxidante y agente reductor ya que puede reaacicon diversas moléculas
electrofilicas y oxidantes como,®,, O, y *OH. Se le ha asociado también con procesos
fisiologicos entre los que destaca el metabolisne xg¢nobidticos, reacciones de
intercambio de grupos tidlicos y procesos de seéecilhin en los que esta implicado el ciclo
celular, proliferacion y apoptosis (56). Debidowamoder reactivo el GSH es facilmente
reducido gracias a la presencia de sustancias casmhepatotoxicas induciendo

peroxidacion lipidica, desestabilizacion de estnag y dafo celular.

2.5.1.2.1 Biosintesis de glutation

La biosintesis del glutation depende de dos fastofendamentales: la
biodisponibilidad de cisteina y la presenciaydgutamilcisteina sintetasga-GCS) fFigura
6). En principio, la cisteina es un aminoacido sereial lo que significa que puede ser
sintetizado por el organismo a partir de otros adgidos como la metionina. La cisteina
contiene un grupo tiol que es altamente susceptitde oxidacion y se encuentra
predominantemente al interior de la célula; enasmé oxidada se convierte en cistina, es
decir, un dimero de dos moléculas de cisteina anma un puente disulfuro y en esta
forma se encuentra fuera de la célula (57, 58)cisteina se obtiene a partir de metionina
en un proceso de transulfuracion, descrito inicdta por Tarver y Schmidt en 1939 (59)
el cual consiste en una serie de pasos para convenmocisteina en cisteina. El primer
paso consiste en la formacion de S-adenosilmetof8AMe) a partir de metionina por la
metionina adenosil transferasa (MAT) (60). La SANparticipa en reacciones de
transmetilacion y transfulfuracion pero generalmdatmayor parte se dirige a reacciones
de transmetilacion. Para formar S-adenosil homeiciat (SAH) la SAMe dona su grupo
metilo, y a su vez SAH es hidrolizada por la SAkrbiasa para formar homocisteina
(Hyc). Hyc se convierte en cisteina en el higadéndose a serina para formar cisteatonina
por accion de la cistiatonirfasintetasa (CBS) que requiere vitaminad®@mo cofactor; la
cistiatonina es metabolizada por cistiatoninaseébt@mdependiente de vitaming Bara

liberar cisteina y asi poder sintetizar GSH.
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Figura 6. Metabolismo de glutation en tres pasos:)&Sintesis de glutation a partir de
glutamato, b) Ciclo dely-glutamilo realizado en seis pasos, funciona comoetanismo
de transporte de aminoacidos y gasta tres moléculage ATP en cada ciclo, y c)
Oxidacion de GSH a GSSG.

Cuando se detecta baja concentracion de SAMe la ésycremetilada para
normalizar los niveles de SAMe por las enzimas Institetasa (MS) dependiente de
vitamina B, y por la betaina homocisteina metiltransferasa MBH dependiente de
betaina, un metabolito de colina. Cuando los ns/elstan elevados la Hyc es canalizada

para la via de transulfuracion.

~ 40 ~



Antecedentes

En pacientes con cirrosis se ha observado alteresien el metabolismo de la
metionina por anormalidades en el funcionamiento MIET, este mecanismo puede

explicar en cierta forma la deficiencia de GSH @3,

Por otro lado, la enzimgGCS también llamada glutamato cisteina ligasa (GCL
resulta imprescindible para el proceso de formacdénGSH; dicha enzima requiere de
Mg*? y Mn*? como cofactores enziméticos. Asi mismo, poseesdbsnidades cataliticas
una grande o catalizadora (GCLC) y una ligera o ifitadlora (GCLM) que son
codificadas por distintos genes (Yan y Meister,@90a GCL es especifica para la parte
de la cisteina, se encuentra regulada por dos aszefj la inhibicion competitiva de
retroalimentacion no alostérica que esta condiciar@or el GSH e implica la unién del
glutamato a otra region de la enzima, y 2) la lsipdnibilidad de su precursor cisteina.

La enzima GSH sintetasa (GS) también esta impléntda génesis del GSH; esta
conformada por dos subunidades aparentemente sgyalesa aproximadamente 118 000
Kd. Se ha considerado a la GCL como factor deteamtiende la velocidad de sintesis de
GSH debido a que se ha reportado muy baja concérirale y-glutamilcisteina en
presencia de GS. La sobrexpresion de GS no aunt@ntancentracion de GSH, en

contraste, la sobreexpresion de GCL si lo haceG®],

La GS no se encuentra inhibida por retroalimentadig GSH, no obstante, aunque
la GS no esté directamente implicada en la regutade la sintesis de GSH la deficiencia
en humanos de esta enzima puede traer consecugravas porque su ausencia favorece
la acumulacién de-glutamilcisteina y en consecuencia es transfornaagl@xoprolina que
altas concentraciones produce acidosis metabdafo al sistema nervioso central y
anemia hemolitica (63).

2.5.1.2.2 Funcion antioxidante del Glutation

Todos los organismos aerobios estan sometidoscietto tipo de estrés oxidativo
en gran medida por la funcién mitocondrial en laerew de transporte electronico y

fosforilacion oxidativa para la produccion de enmrd.os subproductos de estos procesos
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son especies altamente reactivas primordialmere ey H,O, y son capaces de inducir
dafio celular, es por eso que este compartimentdacetstd equipado con un arsenal
antioxidante en el que se incluye la enzima Supéoodtismutasa (SOD) y el glutation. Al
parecer la funcién basica del glutation (GSH) esdldareducir el KO, producido por el
consumo de oxigeno mitocondrial. Aproximadamente5%® del oxigeno consumido
produce HO,. EI GSH juega un papel muy importante en la remdfade la toxicidad por
ROS al interrumpir la cadena de reacciones desgeolduccion del radical O hasta la
formacion de radicale¥OH. Ademas su presencia es extremadamente imporéanta
mitocondria debido a que en este compartimentocédalasa esta ausente; esta enzima
encargada de reducir@, esta relegada al espacio peroxisémico por lo teh@SH es el
principal agente reductor de,® dentro de la mitocondria (56, 58). Para que el GSH
realice su accion reductora necesita de la enzinhatai®n peroxidasa (GPx) y
posteriormente el GSSG formado vuelve a ser redugat la Glutation reductasa (GR)
dependiente de NADPH por accion de G6P deshidregegae a su vez es proporcionado
través la via de las pentosas fosfato (figurapdtnce entre GSH y GSSG tiene una gran
influencia sobre el balance redox en los grupobcti® de las proteinas porque bajo
condiciones de estrés oxidativo aumenta el nivelG&SG lo cual puede aumentar la
produccion de proteinas con enlaces disulfuro myxésto afecta su estabilidad. Por esta
razén, resulta importante mantener el indice GSIBIG®levado para evitar los eventos
que ocurren como consecuencia de la deplecion degltopos tidlicos celulares:
peroxidacion lipidica, formacién de protuberances la membrana, alteraciones en el

metabolismo del calcio intracelular, entre otrds)(4

2.5.1.2.3 Glutation y detoxificacion de xenobidticos

Se puede decir que una de las funciones mas inmpestalel GSH consiste en la
detoxificacion de xenobidicos y de sus metabolitestos compuestos son moléculas
electrofilicas que forman conjugados con el GSHaués de reacciones catalizadas por
GSH-S-transferasas (GST). Las GST son enzimas getens unirse a compuestos
hidrofobicos pero también se unen a GSH. Se sabs@udimeros de 25 kD que catalizan
la adicion nucleofilica del grupo tiol del GSH haeiceptores electrofilicos como haluros
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aciclicos o alquilados, peroxidos organicos, olfirésteres sulfato y quinonas. En mayor
medida los sustratos son los productos de la leséxica como los aldehidos,
hidroperéxidos, epéxidos, alquenos y 4-hidroxiattales que son compuestos citotdéxicos
generados por peroxidacion lipidica de las memlgracelulares. Adicionalmente, el
colesterol oxidado, los hidroperéxidos del acidoliénico y araquidonico son sustratos del
GSH (46, 58).

Todos estos productos forman conjugados con el @&H ser eliminados de las
células y en el caso de los hepatocitos son elohomgpor medio de la bilis. Estos
conjugados pueden hidrolizarse liberando primenggiitamato dejando al conjugado de
glicina-cisteina, en seguida una peptidasa re#izsscision en la unién entre glicina y
cisteina dando lugar al conjugado de cisteina; est@ugado es metabolizado a
mercapturato (Ac. Mercaptdrico) por N-acetilaciora mercaptano por hidrdlisig-fiasa).

El mercaptano puede a su vez formar un tiol-glugidia por unién al acido glucurdnido o
metilarse para formar un compuesto metil-tiolich.ntetabolismo de los conjugados de
GSH a mercapturato inicia desde el &rbol biliatestino o riidbn pero normalmente la
formacion del conjugado de N-acetilcisteina ocugre el rifion (64). Lap-liasa del
conjugado de cisteina se encuentra en higado, gfién la microflora del intestino y
cataliza la hidrdlisis del carborfiode la cisteina dando lugar a piruvato, amoniorivddo
tiol. La conjugacion del GSH irreversible consunteHGintracelular (46, 56).

2.5.2 Sistemas de defensa antioxidante exdgeno

Los antioxidantes exdgenos estan presentes endasmaen la dieta incluyendo
frutas, verduras, semillas, granos, especias,Fétmquimico es la denominacion genérica
que reciben los compuestos organicos presenteineentos y plantas, muchos de ellos
poseen un elevado potencial antioxidante. Estogpuestos antioxidantes conforman un
heterogéneo grupo de moléculas capaces de capdreales libres que producen especies
menos dafiinas reduciendo el nivel de estrés oxaldibs compuestos mas estudiados son
la vitamina E, vitamina C, algunos minerales corseenio, cobre, zinc y magnesio, los

[-carotenos y los polifenoles entre los que se ymeidos taninos y flavonoides.
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2.6 Medicina complementaria alternativa y productosunates

La medicina complementaria alternativa (CAM) haosanpliamente utilizada durante
mucho tiempo para el tratamiento de mdultiples enéslades, a pesar de los grandes
avances en las ciencias meédicas. Se estima quie@dnedel 80 % de la poblacion mundial
utilizan de alguna forma la CAM (65). La CAM engiobonocimiento empirico y practicas
médicas en las que se hace uso de medicamentoseaplatas, animales, minerales,
terapias manuales o ejercicios, solas o en congorcel tratamiento de las enfermedades

para lograr mejores beneficios a la salud (66).

Después de que en 1928 Alexander Fleming aislapenécilina (67) inicié una gran
expansion tanto en el aislamiento de productosralagicomo la sintesis de compuestos.
Durante 1940 a 1985 el estudio de productos natudra el desarrollo de farmacos fue
una de las herramientas mas utilizadas por las abiap farmacéuticas. A principios de la
década de 1980 surgié un fuerte interés por suiesto que ha influenciado de manera
importante la industria farmacéutica en el deskrad tecnologias para determinar nuevas
estructuras y entidades quimicas que se utilizaa lgasintesis de farmacos (68). Se ha
demostrado que los productos naturales mantienen inyoortante papel en el
descubrimiento de compuestos para el desarrollmedicamentos para tratar multiples
enfermedades (69). Una investigacion documentall®®l a 2006 mostr6 que los
productos naturales han sido fuente del 5.7 % sléalonacos producidos en esos 25 afos.
Los derivados de productos naturales generalmerda moléculas quimicas

semisintetizadas de productos naturales que hatedpcael 27.6 % del total (70).

Actualmente, mas de 100 nuevos productos como caauerigenos vy
antiinfecciosos estan siendo desarrollados; mudeosllos, se prueban con bacterias y
levaduras echando mano de innovadoras técnicasotigila molecular favoreciendo la
disponibilidad de nuevos compuestos, y a partestes estudios, se generan bases de datos
virtuales que posteriormente facilitan la investiga de farmacos. De esta manera, se
espera que medios mas efectivos de estudio y ajdiicde productos naturales, optimice el
descubrimiento de nuevos farmacos (71). Se ha psbpwjue los productos naturales
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ofrecen hoy en dia potencia y selectividad de suspcestos como resultado de largos
afios de evolucion. Esto ha permitido que investipeglbasen sus estudios en sustancias
bioactivas como puntos de referencia y tomen métet@logos de sintesis organica para
disefiar modificaciones especificas de ciertas @stas quimicas a fin de crear nuevos
agentes terapeuticos (72). Por otra parte, el destento de estos nuevos productos
funciona como una herramienta para comprender ¢ manera las rutas especificas que

siguen las enfermedades (73).

2.6.1 Especies con efecto hepatoprotector

Ciertamente un gran numero de farmacos son dissfimmhstantemente para tratar
los padecimientos hepaticos debido al enorme numerenfermedades que alteran éste
organo vital. Aun no existe un tratamiento espegifpero en algunos paises de oriente
como China, Malasia e India ancestralmente hacentmaglicional de diversas plantas
medicinales en el tratamiento de las enfermedadgéticas. Lo mas interesante es que en
estos lugares la practica de la CAM no solo eséfyaela a la utilizacion informal de dichas
especies sino que éstas han sido sometidas a asstadintificos formales para ser
analizadas detalladamente y asi brindar un sustgmtibado sobre sus efectos. Eso ha
permitido que la CAM sea parte integral de la atenenédica en muchos ambitos de la
salud.

A continuacion se mencionan algunas de las plagtes han sido investigadas como

modelos de proteccion hepética y los resultadesnadds Tabla 2).

Tabla 2. Especies con actividad hepatoprotectora

Especie Compuesto Resultado
responsable

Phyllanthus amarus Extracto acuoso Reduccion de los niveles de AST,
(74) ALT, HTG and TNFe; disminucion
de dafo histopatolégico en higado de
ratas tratadas con etanol
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Fructus Piperis Longi Extracto etandlico
(75)

Cordia macleodii (76) Extracto
metandlico

Rubus
(77)

parvifolius L Extracto n-butanol

Extracto
metanolico

Carissa opaca (78)

Orthosiphon stamineusExtracto etandlico
(79)

Extracto
metandlico

Phyllantus niruri (80)

Panus giganteus (42) Frutos liofilizados

Antecedentes

Reduccién de los niveles de AST,
ALT, ALP, y-GT, BILD y BILT en
ratas intoxicadas con TAA

Reduccion de los niveles de AST,
ALT, ALP vy BILT en ratas
intoxicadas con CGl

Reduccion de los niveles de ALT
AST; aumento de la actividad de
SOD; menor produccion de MDA;
reduccién de alteraciones
histopatolégicas en ratas intoxicadas
con CC},

Aumento de peroxidacion lipidica
(TBARS) y de la produccion de
H,0,; Reduccion de los niveles AST,
ALT, ALP, LDH y y-GT; aumento
GSH hepético y de la actividad de
Cat, POD, SOD, GPx, GR, GST y
QR en ratas intoxicadas con GClI

Reduccién de los niveles de ALT,
AST, ALP y BILT; normalizacion de
valores de albumina; reduccion de
MDA; disminucion del dafo
histopatolégico en ratas intoxicadas
con TAA

Reduccién de los niveles de ALT,
AST, ALP y BILT comparado con
silimarina en ratas intoxicadas con
TAA

Reduccion de los niveles dePAL
ALT, y-GT y BILT; disminucion de
MDA, normalizacion de proteina
total; disminucion de nddulos
hepaticos en ratas intoxicadas con
TAA.

ALT: Alanina aminotransferasa; AST: Aspartato antiansferasa; ALP: Fosfatasa
alcalina; y-GT : Gama-glutamil trasferasa; BILD: Bilirrubinarecta; BILT: Bilirrubina

total; MDA: Malonaldehido; TBARS: Sustancias reaasi de acido tiobarbiturico; SOD:
Superoxido dismutasa: Cat: Catalasa; GPx: Gluta&hoxidasa; GR: Glutation reductasa:
GST: Glutation S-transferasa; GSH: Glutation redociPOD: Peroxidasa; QR: Quinona
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reductasa; TAA: Tioacetamida; CClTetracloruro de carbono; ,8,: Peroxido de
hidrogeno; LDH; Lactato deshidrogenasa; TélH-actor de necrosis tumoral-alfa; HTG:
Triglicéridos hepaticos.

2.6.1.1 Especie Geranium

Algunas de las especies Geraniumque han sido estudiadas desde el punto de
vista farmacolégico han mostrando actividad biatagihipotensora, astringente, diurética
proteccion hepatica, antioxidante (81), antiinfléona (82), y antiviral (83). Es probable
que las especies del mismo género que crecen Estado de Hidalgo posean actividad
biologica y metabolitos similares. En todos losudsts fitoquimicos descritos para estas
especies se indica la presencia de compuestosmpilifos llamados taninos, los cuales se
han considerado como compuestos solubles en aguymestd molecular entre 500 y 30,000
g/mol con propiedades especiales como la habildkagrecipitar alcaloides, grenetina y
otras proteinas. Algunos de los usos terapéeutioessg les ha dado a estos compuestos
son: antihemorragicos, antidiarreicos, antisépticoantioxidantes, cicatrizantes,
hipocolestrolémicos, entre otros (84). De los gésePhyllianthus Murraya y
Cochlospermunse han aislado taninos de los cuales se ha dewdostyge presentan

actividad antioxidante y hepatoprotectora (81).

Se han descrito en estudiosvitro (85) el uso de otras especies, co@eranium
niveum en este caso los estudios se han basado erizaterasta planta, en la que se ha
encontrado importante actividad antioxidante deplasntocianidinas geraninas Ay D al
funcionar como barredores o limpiadores de alguaocales libres lo que explica su
amplio uso por los indigenas tarahumaras paraaalenfermedades intestinales y sus
sintomas como dolor y fiebre asociados a estrédatixo. EnGeranium sibiricum otra
especie de geranio, se identificaron tres compsédstalicos: geraniina, corilagina y acido
galico, de ellos la geraniina mostré tener el magfacto antioxidante pero los tres
mostraron inhibir a la xantina oxidasa que es uranga que cataliza la oxidacion de la
hipoxantina en xantina y de esta forma participdadiormacion de radicales libres; por lo
gue se ha inferido qu@. sibiricumes una fuente potencialmente antioxidante y psede

utilizada en la industria de alimentos saludabk®).(A esta misma especie se le ha
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identificado actividad antiinflamatoria al inhiba actividad de Ciclooxigenasa 2 (COX-2)
y la expresion de la interleucingBldl 1-p) (87) A la especi&. sibricumtambién se le ha
detectado una glicoproteina de 18 kDa que congisteina parte hidrocarbonada del
10.45% y una proteica de 59.55% la cudl presemvadb porcentaje de inhibicion de
88.49, 89.34 y 87.08% a concentraciones de 50y pg/mif en la prueba de DPPH

lo cual indica su elevado poder antioxidante (88).

En Geranium bellum roseuna especie nativa del estado de Hidalgo, Mésed)a
propuesto que los derivados brevifolin carboxildntificados en esta especie pueden ser
utilizados en el tratamiento de la enfermedad dag@s gracias al efecto inhibitorio de la

enzima triosafosfato isomeraza de Tripanozoma cespionsable de tal enfermedad (89).

2.6.1.1.1 Geranium shiedeanum

Geranium shiedeanumpertenece a la famili@eraniaceaede la cual existen ocho
especies en el estado de Hidalgo. Su nombre comUpata de ledn”, es una hierba
perenne, de 15 a 30 cm de longitud; posee hojasaarmte unos 3 cm de ancho, borde
partido, flores con pétalos morados de 1.5 cm dlaproximadamente. La temporada en
que florece es entre agosto y octulifgra 7). Es una planta endémica del Estado de
Hidalgo crece en bosques deniperus Quercusy Abiesen lugares como Mineral del
Monte y Mineral del Chico (90).
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Figura 7. EspecieGeranium shidedeanum.

Se ha descrito su uso terapéutico en la medicadictonal como antiséptico en
heridas y antipirético con la infusion obtenidaaatip de la planta ya sea con o sin flores
(90).

En la especieG. shiedeanumsolo se ha realizado un estudio quimico y
farmacologico en el que se identificaron tres tasihidrolizables: acido galiod), acido
elagico(2), acetonil geraniing3) y un flavonoide: 3-QxL-arabinofuranosido-7-@-D-
ramnosido de Kaemfergd) (Figura 8). De ellos la acetonil geraniina se encuentra
presente en un 54% por lo tanto es el componenteagor proporcion; ademas también es
la primera vez que se reporta la presencia de tvade de Kaemperol en este género. En
el modelo de hapatotoxicidad inducido por tioacédamen ratas, el extracto des.
shiedeanunse observé la disminucion y retraso de la lesépéltica, dicho efecto se cree
que es debido a la accidén de acetonil geraniina@oel compuesto mayoritario (91).
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Figura 8. Principales compuestos aislados d&. shiedeanum(1) acido galico, (2) acido
elagico, (3) acetonil geraniina, (4) 3-@-L-arabinofuranosido-7-O-p-D-ramnosido de
Kaemferol

Uno de los componentes principales en las plardaSedtaniumes lageraniina,
aunque también ha sido encontrada en frutos congalaada (92), fue descrita por su
descubridor como un tanino cristalizable. Estaasusa aislada d&eranium thunbergi
Sieg. Et ZuccPor Okuda T. en 1976 (93), ha sido evaluada bicddgente y ha presentado
actividad antihipertensiva, inhibe la enzima cotidera de angiotensina (94y la
transcriptasa reversa del RNA de virus tumoralassitio propuesta como anticancerigena
al reducir el porcentaje de ratones portadoresis®res y el nimero de tumores por raton
generados por el promotor tumoral 7,12-dimetill§ayentraceno (95). Se le ha atribuido
actividad antiviral al inhibir al enterovirus 71euausa muerte en humanos (96). Geraniina

aislada dePhyllanthus muellerianugxhibe un efecto estimulante en la produccion de
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fibroblastos y queratinocitos en células epiteigle que favorece la proliferacion celular,
formacion de la membrana y la sintesis de protedleata matriz extracelular (97). La
geraniina obtenida a partir dBhyllanthus amaru$ia mostrado actividad radioprotectora
en las mitocondrias de higado de rata (98), se & dmcontrado actividad
inmunomoduladora (99) y ademas, es un exceleniexatdnte en estudios vitro (100,
101). Se ha comparado también la actividad antéowel por el método de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) y ORAC (oxygen radicalbsorbance capacity) de los
metabolitos encontrados en orina de ratas de gesaaislada dé&eranium thunbergii
contra geraniina y corilagina, los resultados dadi que los 4 metabolitos probados
muestran mayor capacidad antioxidante que losdanimactos, lo cual sugiere que estos
metabolitos brindan proteccidn antioxidante impagadentro del organismo (102)

Los flavonoides entre los que se encuentra el ka@infy sus derivados son
compuestos fendlicos presentes en las plantassals® que sus beneficios a la salud se
atribuyen por su capacidad antioxidante lo queadute en la habilidad que poseen para
atrapar radicales libres (103, 104) . Estructuratmeonsisten en dos anillos bencénicos A
y B unidos por un anillo C heterociclo piranicooBgntéticamente son de origen mixto,
pues el anillo A proviene de la ruta de maloenia@a A, mientras que los anillos By C
provienen de la ruta del acido shikimico. Por lasantes estructurales que presenta el
anillo C se han encontrado mas de 5 mil compuedifesentes que se clasifican en:
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, aates, antocianinos, isoflavonas,
pterocarpanos, rotenoides, chalconas, y auronas eios. El kaemferol pertenece al
grupo de los flavonoles (105figura 9). Su capacidad antioxidante se debe a los grupos
hidroxilo, especificamente al 3',4’-OH del anilloyBa la doble ligadura 2, 3- del anillo C.
La actividad aumenta con el nimero de grupos —OEl anillo A y B. Estos fitoquimicos
imparten su actividad al estabilizar diversos geuple radicales entre ellos el radical
hidroxilo (OH), anién superdxido ¢O), oxigeno singlete (1£p radical alcoxilo (RO),
radical peroxilo (ROO), peroxinitrito (ONOO) y tamh actuando como agentes

reductores de los antioxidantes que han sido oggl@dtamina C y E) (105, 106).
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Figura 9. Clasificacion de los polifenoles.

Algunas evidencias aseguran que el kaemferol ysoti@/onoides son buenos
atenuadores del oxigeno singulete formado por [@o®gion a radicaciones UV y a
fotosintetizadores; en los sistemas bioldgicos emaciado a procesos bioquimicos
ocurridos en los neutréfilos (107). El estudidizealo por Morales y colaboradores (108)
basado en el analisis de pardmetros cinéticosonatante de velocidad total+fky la
constante de velocidad quimica)(lobtenidos por la reaccion de algunos flavonoides
(morina, quercetina, miricetina, quercitrina, ratirkaempferol, catequina y epicatequina)
con el oxigeno singulete en términos de descriptgiebales teoricos de la estructura
electrénica y de las funciones de Fukui de atomoslensados apoyan la formacion de un
exciplex de transferencia de carga en todas laximaes analizadas. Un exciplex es un
complejo formado por la interaccion de una entidedecular exitada con su contrapartida
una estructura diferente en su estado fundamesid. 1.5% del exciplex evoluciona para
dar productos de reaccién, a través de los intaaried hidroperoxido y endoperoxido

producidos por el ataque de oxigeno singulete atolele enlace de del anillo C de los
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flavonoides. Estas evidencias sugieren que looflanes son buenos eliminadores del
oxigeno singulete y pueden actuar como eficientg®xddantes en sistemas bajo estrés
oxidativo. No obstante, el efecto antioxidante aelgede los niveles que alcanzan en la
circulacion sistémica y en los tejidos, de igualnfa influye su metabolismo y
biotransformacion. La concentracion de los flavdesien el organismo es transitorio por
lo que para obtener los efectos deseados es necesaonsumo continuo a partir de una
dieta rica en flavonoides.

En un estudio del extracto etandlico Beyophyllum pinnatumse hallaron 7
flavonoides derivados ramnésidos de kaemferolmideritrin (1), kaempferol 3-@-L-
(2-acetil)ramnopiranosido-7-@-L-ramnopiranosido  (2), kaempferol = 3-®k-(3-
acetil)ramnopiranosido-7-@-L-ramnopiranosido (3), kaempferol 3-0k-(4-acetil)
ramnopiranosido-7-@-L-ramnopiranosido (4), kaempferol 3@P- glucopiranosido-7-
O-a-L-ramnopiranosido (5), afzelin (6) y a-ramnoisarol7), mismos que muestran una
interesante actividad antimicrobiana y antioxidant09). Ademéas de actividad
antioxidanten vitro, el kaemferol ha demostrado inhibir el crecimietubmoral de células
epiteliales de pulmon inducidas por el humo dedal{a10), identificado en el extracto de
plantas medicinales com@rassocephalum crepidioidese le ha atribuido actividad
hepatoprotectora contra el dafio por £@l1) y disminuye eficientemente la oxidacioén de
las LDL tanto en roedores (112) como en humands3)(lsuponiendo un efecto

cardioprotector.

2.6.1.1.1.1 Biodisponibilidad y metabolismo de flavonoides

Después del consumo de flavonoides en la dietaalgria de ellos son absorbidos
en el intestino delgado, por un proceso de hidsoligacias a la accion de la lactasa
phloridizin hidrolasa que libera la porcion aglieoen el borde del cepillo de células
epiteliales en el intestino delgado, es deciraltdhoide es separado de los azlcares a los
gue esta unido para ser abosorbido. Esta enzimatrawespecificidad por flavonoides-O-
B-D-glucosidos y la aglicona liberada después pumtear a las células epiteliales del

intestino por difusion pasiva gracias al aumentsuépofilicidad lo que la hace mas afin a
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la membrana celular. LR-glucosidasa citosolica es una segunda opcion nealgar la
hidrolisis dentro de la célula pero para que eat®eda los glucésidos polares deben ser
transportados al interior de la célula posiblemeatetravés del receptor GLUT-1
dependiente de sodio. Antes de pasar a la cirémasistémica las agliconas forman
metabolitos con sulfatos, glucurénidos o con grupmgilo por la accion de sulfatasas,
UDP-glucuronosiltransferasas y catecol-O-metilttarasas. Una vez en el torrente
circulatorio los metabolitos pueden ser sometidosaaciones metabdlicas de fase Il en el
higado y algunos de estos metabolitos pueden saclados por el transporte
enterohepatico de la bilis al intestino. Los flaviies no absorbidos en el intestino delgado
pueden ser absorbidos en intestino grueso por raa# la microflora colénica que
liberaran la porcidon conjugada y una vez asi ldg@tps resultantes sufren fision de su
anillo dando lugar a la formacién de acidos ferdie hidroxicinamatos los que a su vez,
son sometidos a reacciones de fase Il en el higatks de ser excretados en la orina en
cantidades importantes que en la mayoria de lassca®n muy superiores a los que se
absorben en intestino delgado (114-116)

2.6.1.1.1.2 Biodisponibilidad y metabolismo de elagitaninos

Los estudios realizados con elagitaninos proveegerel jugo de granada en
humanos indican que después de la ingesta de 31Bumigalaginos se encontré acido
elagico en plasma agfex 60 NnM a Thax de 0.98 h, esto indica que la hidrolisis de estos
compuestos libera acido elagico el cual es abdorthirectamente en el estomago o en la
primer porcion del intestino delgado. Los metabsliencontrados en plasma a las 6 h
después de la ingesta son urolitina A, urolithind-@-glucuronido, urolitina B y urolitina
B metilada. Después de 12 y hasta 36 h apareceEnaima los metabolitos urolitina A-3-
O-glucuronido, urolitina B-3-O-glucuronido y 3,8#&gido dimetil elagico-2-O-
glucuronido, esto implica que cuando los elagitasialcanzan la parte distal del intestino
delgado y el colon son metabolizados por la miorafipara convertirlos en urolitinas A 'y
B que junto con el &cido elagico son absorbidosnyetidos a reacciones de fase Il por las
UDP-glucuronosiltransferasas y catecol-O-metilttarzsas antes de ser eliminados en la
orina (117). EIl estudio con frambuesas rojas mdjoe la absorcién de los elagitaninos
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tiene lugar en el intestino delgado y en colon gamion de la microflora; la excrecion en
orina es alrededor del 1% en relacién a la inggst®e observan como urolitinas O-
glucuronido lo que indica que la microflora conteeestos elagitaninos en urolitinas,
mientras que los procesos de glucuronidacion ocwerela pared del intestino grueso y/o
también después de la absorcion cuando llegamgatibi En este mismo estudio, se reporta
también la presencia de acidos fendlicos en heceslugto del metabolismo de
antocianinas que son sometidos a reacciones ddlfdseé metabolismo. Se sugiere que
tanto las urolitinas como acidos fendlicos son tmsnpuestos poseedores del papel

protector descrito anteriormente (114, 118).
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.  JUSTIFICACION

El higado es un 6érgano muy susceptible de dafimaeth contacto frecuente que
tiene con la mayoria de los agentes téxicos queesag al organismo prueba de ello lo
muestran las estadisticas de mortalidad en Méxemurs los datos disponibles mas
recientes de INEGI (2). En el afilo 2010 las enfeaded del higado ocuparon la quinta
causa de mortalidad a nivel nacional reportandd533muertes en total, mientras que en el
estado de Hidalgo fue la cuarta causa con 990 puudd las cuales casi 2 terceras partes
fueron asociadas al consumo de alcohol; 723 deail tde muertes en Hidalgo

correspondieron al sexo masculino y el resto 2&&xb femenino.

A menudo el tratamiento alopatico incluye la prigeidn de metadotoxina la cual
inihibe la peroxidacion lipidica de células hepadicestaurando el dafio hepético resultante
de la ingesta prolongada del alcohol y reduce gddd graso en la hepatitis cronica. En
enfermedades como encefalopatia hepatica, cirrbsstitis cronica e higado graso se
utiliza L-aspartato y L-ornitina aminoacidos quedeecen el ciclo de la urea a través del
cual se eliminan normalmente los compuestos nitrages. También se ha utilizado
carnitina, metionina y vitamina Bl sinérgicamentgapel tratamiento de sindrome de
fatiga cronica, hiperamonemias, hepatotoxicidaduddh por farmacos antiepilépticos
(acido valproico), insuficiencia hepatica, esteiatdsepatitis toxica, cirrosis hepatica con y
sin ascitis, higado graso en diabéticos etc (IR8Fientemente las tendencias en cuanto a
prescripcion médica se han basado en tratamietdogplementarios en los que se
prescribe medicamento alopatico mas algun otajafimaco o planta medicinal. Un
ejemplo es el tratamiento con silimarina extraldacardo mariandSflybum marianum)y

algunos antioxidantes probados como vitamias B, ¥flavonoides.

La CAM es desde hace mucho tiempo una opciénl ératamiento de un gran
namero de enfermedades, basada en el uso de plamaécinales resulta ser
economicamente accesible. La investigacion farndgeod y clinica ha probado la eficacia
de ciertos metabolitos aislados de plantas patatamiento de muchas enfermedades. El
uso comun de las plantas medicinales ha aportadacooiento empirico que ha servido

como referencia para estudiar cientificamente tosipios activos y los mecanismos de
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accion que estas plantas poseen en el tratanderss enfermedades. En  tanto, los
estudios etnobotanicos y quimiotaxonémicos han pieloncatalogar y registrar un gran

namero de especies medicinales.

En México se conocen alrededor de 4000 plantasatdmutos medicinales (15%
del total de especies), de ellas aproximandamertBOase les han aislado compuestos
activos, es decir, han sido validadas farmacologiadinicamente. Entre 3500 y 4000
especies son utilizadas por la poblacién y de 46 son utilizadas sin procesa. Algunas
de las plantas de uso intesivo reportadas en ougsts en el tratamiento de enfermedades
hepaticas y vias biliares son el Ajenjartemisa absinthium ),. Alcafhofa Cynara
scolimus L), Diente de Le6nTaraxacum officinale l), Estafiate Artemisa mexicanavild
keck), Marrubio Marrubium vulgare L). y Romero Rosmarinus officinalis [..(120, 121).

La mayoria de estas plantas se comercializan erothss los estados y regiones del pais
en forma fresca, seca, enteras, en partes (h@jes, tallo), en diversas mezclas que se
encuentran en los establecimientos herbolario®sleniercados. Generalmente sus costos
son bajos dependiendo de la cantidad y la preséntgae se desee. Cabe mencionar que
algunos reportes realizados en el Insituto Mexicdab Seguro Social (IMSS) refieren
aceptacion de la herbolaria en un 83% por partepdedonal de salud como parte del
tratamieno y alrededor del 90% de los pacienteptacesu uso frecuente tanto en
enfermedades graves como no graves (122). Poroeiemto en México no existen
estudios suficientes que comprueben cientificaméoge efectos del uso de plantas

medicinales en la salud del higado

El estado de Hidalgo cuenta con una enorme varididaidtica y en estas se
incluyen las plantas medicinales usadas tradicoeate en la terapéutica, sin embargo,
aungue muchas de ellas han sido identificadas isatdnquimicamente aun no se han
realizado suficientes estudios fitoquimicos y fazaoldgicos para determinar su

funcionalidad.

Unicamente se ha reportado un estudio previGenium shiedeanunen el que
se identificaron compuestos importantes como largera, acido elagico, acido galico y 3-
O-a-L-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol, ademas se demostro fue e
extracto deG. shiedeanunprodujo un efecto hepatoprotector en un modelodai@o
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inducido por tioacetamida (91). Ahora bien, la lited de este estudio es comparar la
actividad del extractes los compuestos activos y determinar cual de aatiabolitos es
mas activo y capaz de generar el mayor efecto gootante la lesion hepética inducida
por TAA a través de la medicién de biomarcadoreslaf®. De esta manera, se pretende
con dicho estudio brindar las bases cientificaa peoponer una alternativa natural en el
tratamiento de las enfermedades hepaticas quetaeseal eficaz y econdmicamente

accesible para la poblacion.
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IV. HIPOTESIS

Los estudios reportados en otras partes del mumd@algunas especies de geranio en la
reduccion de los marcadores de lesion hepaticaudespe ser tratados con algun téxico
como TAA o CC} han resultado positivos. De ellos se han identificquimicamente sus
elementos mas abundantes y activos a los que sbnidbs los efectos benéficos, entre

estos compuestos destacan, taninos hidrolizaldlasgnoides.

Previamente a este trabajo del grupo, se ha ddtecetividad hepatoprotectora en
ratas que han recibido pretratamiento con el eixtraeG. shiedeanurmismas que fueron
intoxicadas con una dosis subletal de TAA. Sin egdgaaunque se han identificado los
compuestos activos mas importantes no se habiaazadw la actividad entre ellos y el
extracto. Por otro lado, tampoco se han reportatiod®s de induccion enzimatica del
sistema de defensa antioxidante para valorar extedcto puede generar cambios a nivel

molecular, lo cual complementa el estudio desgeielo de vista biolbgico.

Por tanto la hipdtesis de este estudio planteaetjea&tractoGeranium shiedeanum
sus principios activos acetonil geraniina, 3+Q-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido
de Kaemferol y acido elagico ejercen un efecto togpatector y promueven la induccién
enzimatica del sistema de defensa antioxidante gamad frente al dafio inducido por

tioacetamida en ratas.
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OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto hepatoprotector antioxidanteea¢lacto deG. shiedeanuny de sus

principios activos acetonil geraniina y 3eGl--arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de

kaemferol y &cido elagicen el modelo de dafio hepatico inducido por tioacieka (TAA)

en ratas a través de la medicion de biomarcaderéssn.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

Determinar las concentraciones enziméticas de¢érsstde defensa antioxidante
endogeno (SDAE) en tejido hepatico (SOD, CAT, GBR) por la técnica Western
blot para valorar el impacto de la anministraci@h extracto deG shiedeanum
sobre la produccion de enzimas antioxidantes desgeésufrir situacion de estrés
oxidativo.

Determinar el Indice de Reduccion (IR) de glutatiGeducido/oxidado
(GSH/GSSG) para evaluar la capacidad dafio indymmdantoxicacion con TAA y
el efecto del extracto en la regeneracion del GSH.

Evaluar la capacidad antioxidante del extractoGdshiedeanuna través de la
técnica de DPPH.

Aislar los metabolitos acetonil geraniina y 3s€-arabinofuranosido-7-@-D-
ramnosido de Kaemferol a partir del extracto @e shiedeanumyealizar el
tratamiento con el extracto y los principios am$ien ratas e inducir lesion hepética
conTAA.

Diagnosticar la intensidad de la lesion hepaticadda por TAA y la disminucién
del dafilo mediante la determinacion de parametrégcos: Aspartato
aminotransferasa (AST) Alanino aminotransferasaT{Ahilirrubina total (BILT) y
comparar el efecto en la reduccién del dafio erdtex@acto y los compuestos

activos.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales y tratamiento con extracto de Gemangliedeanum

En el estudio se utilizaron 10 ratas macho defpmdVistar de 10 semanas de edad
(237 a 265 g) divididas en 5 grupos. Todas fuer@nthadas en cajas de polipropileno y
alimentadas con alimento comercial y agddibitumcon ciclos de 12 h de luz y control de
temperatura durante una semana. Los grupos 2igrbrf tratados 4 dias consecutivos con
extracto de Gshiedeanunf100mg/Kg) via intragastricaAl cuarto dia se administré una
dosis de 6.6 mmol/Kg de peso de TAA disuelta en Na€l (9%) por via intraperitoneal a
los grupos 2 al 5. A las 24 h de la administraciémT AA se sacrificaron los grupos 2y 3,y

a las 48 h se sacrificaron los grupos 1, 4 kigura 10).

Se extrajo el higadd-ijgura 11), fue cortado en pequefios fragmentos los cuales se
envolvieron en papel aluminio dentro de bolsas tfstigo y se almacenaron en
ultracongelado a -80°C para preservar su integriEdratamiento de los animales se
realiz6 de acuerdo a los términos de la NOM-062-ZK9@9. Especificacion para la
produccion, cuidado y uso de los animales de labooa(123). El manejo de los desechos
biologicos fue realizado de acuerdo a la NOM-08TEESSAL-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligroso®gico-infecciosos - Clasificacion y

especificaciones de manejo (124).

Figura 10. Apertura de cavidad abdominal Figurall. Extraccion del higado
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6.2 Determinacion de enzimas antioxidantes port&veblot

Homogenado y medicion de protein&e pesaron 100 mg de cada muestra de
higado se resuspendieron en 1 ml de buffer deylisesshomogenizé con pistilo de teflén y
se agitaron las muestras durante 30 minutos enradnia, después se centrifugaron a 13
000 rpm durante 15 minutos y se recogio el sobimady se midio la concentracion de
proteinas en una dilucién 1:10 es decir 10 uL ntds| 2L de solucion Bradford y se leyd
en espectrofotdmetro a 620 nm. Después se afadiér ke lisis hasta obtener una

concentracion de 1 pg/ uL en todas las muestraprsgelo a -20°.

Gel de acrilamidaEl gel se hizo con una concentracion de 20 prdeima en 20
puL, 3x para dos geles y 2x para 1 gel. Se mont@parato, se agrego el gel de
poliacrilamida hasta 2 cm antes del borde, sen@lmn agua para q solidificara el gel,
después se retird el agua y se agregoé la soluaddtachking y se colocaron los peines
hasta que solidificara. Se retiraron los peines yagregaron las muestras en los pocillos y
el marcador se coloco la tapa y se programo a by por 80-90 minutos en una caja
(Figura 12). Por otro lado, las membranas de PVDF son aawallirante 1 minuto con
metanol y se hace un sandwich con las esponjas pamtl Whatman impregnado de
tampodn de transferencia dentro de una bandeja.uessacados los geles se dejaron 5-10
minutos en agitacion en tampon de transferencia ghd se colocaron el papel Whatman
del sdndwich, se cerrd y se coloco en el sopottsaelwich en la cubeta se cubre con un 1
litro de tampon de transferencia y hielo se progra®250 vatios constantes durante 240
minutos. Terminada la electroforesis se desconestsacaron los geles y las membranas.
Las membranas se sacaron a una cajita y se pomefhSconl de leche para bloquear la
membrana durante 1 hora en agitacion suave. Mgetarsto, los geles se pasan a otras
bandejas donde se tifien durante 10 minutos corsalnaiéon de Coomassie y después se
destifien con una solucion de 30% de metanol masdé%cido acético cada 5 minutos
(Figura 13).
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Figura 12. Electroforesis en gel Figura 13. Bloqueo de membranas

Después del bloqueo de las membranas se pasdcajta con 15 ml de PBS en el
que va diluido el anticuerpo primario, se cerréeydgjo en agitacion en la nevera durante
toda la noche. Después se lavaron las membranasatocion de PBS-TWEEN 1:1000
durante media hora cada 10 minutos; a continuasagregd el anticuerpo secundario
diluido en 15 ml de PBS y se dej0 en agitacion sudurante 2 horas, se retird el
anticuerpo y se realizaron lavados nuevamente @lotlesPBS-TWEEN 1:1000 durante 30
minutos cada 10 minutos. Posteriormente se colacséolucion de ECL-PLUS para el
revelado durante un minuto, se pasé a una bolgtadtco y después se leyo en la camara
oscura, en la cual aparecen las imagenes dondenstay bandas correspondientes para

cada proteina.

6.3 Determinacion de glutation reducido GSH y axliodl GSSG

HomogenizadoEn tubo de centrifuga se afiadié 100 mg de téjggcatico con 1 ml
de tampén fosfato-EDTA 0.005 M (Acido etilentriamprentacético) mas 10 pl de HCJLO
se centrifugd a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°Geesegio el sobrenadante y se mantuvo

en frio hasta su lectura.

Determinacion de GSHSe prepard la solucion de o-ftadialdehido (OPdnds
fluorescente (Sigma-Aldrich) diluida en metanol emd/ml. En una placa de 96 pocillos se
puso en cada pocillo 10 pl de muestra + 190 phdgbn fosfato EDTA, se afadio 20 pl
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de solucion OPT, se mezclo e incubd a temperatobiemte durante 15 minutos en
oscuridad Figura 14). Por ultimo se midi6 fluorescencialaexc = 340 nm ). em = 420

nm

Figura 14. Lectura en placa para la determinaciéon d GSH

Determinacion de GSS&n un tubo eppendorf se colocaron 500 ul de mauests
200 pl de solucion NEM (n-etilmaleimida) (Sigma-Addh) 0.04 M y se incub6 30 minutos
a temperatura ambiente. Por otro lado, en caddi@de la placa se pusieron 100 ml pl de
la mezcla anterior (corresponde a 10 ul de la majeste afiadido 100 pl de solucion de
NaOH 0.1 Ny 20 ul de solucion OPT, se mezclécald a temperatura ambiente durante

15 minutos a oscuridad. Se leyo fluorescenclaexc = 340 nm . em = 420 nm.

Se calcul6 el indice de reduccién (IR): GSH/(GSI$8&) para cada muestra

6.4 Determinacion de actividad antioxidante DPPH

Esta técnica se basa en la capacidad de unacagtara neutralizar el radical 2,2-
difenil-1-(2,4,6-trinitrofenilo) hidrazyl (DPPH).e&prepararon las soluciones de trabajo. 2
mg de DPPH en 100 ml de Metanol, 5 mg de BHT en rm0@e metanol y 5 mg de
extracto G. shiedeanum en 100 ml de metanol. Rosteante se afiadié en una celda de
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cuarzo a 1 cm de paso de luz 900 ul de solucionHDPROO ul de metanol considerado
como el control negativo; se midi6 Absorbancia @ &in en el minuto O y hasta los 30
min, con intervalos de medicion de 5 minutos. Désgse realizd lo mismo con BHT y con
el extracto. Las mediciones fueron realizadas molidcado para cada condicion. Se calculé
el % de inhibicion:

% de inhibicion = (1-Absorbancia min 0/Absorbanmia 30)*100

6.5 Purificacion de los principios activos de Biesleanum

Acetonil geraniina La purificacion de acetonil geraniina realizé poomatografia
en columna y capa fina. Para ello se pas6 en cautervidrio con Sephadex LH-20 15 g
del extracto de actenona-agua@eshiedeanunen fracciones aproximadamente 300 ml,
iniciando con HO, H,O:MeOH vy finalizando con MeOH en polaridad decretgey se
obtuvieron 11 fracciones de ellas se identificgpon cromatografia en capa fina las que
contenian en mayor proporcién el compuegigyra 15). Después se pas6 de nuevo por
columna de vidrio de un 1 cm de diametro por 50demargo con silica 18 de polaridad
inversa con 11 fracciones de volumen 20 ml conrptzld decreciente iniciando con®|
H,O:MeOH vy finalizando con MeOH. El compuesto purood¢uvo en las dos primeras
fracciones lo cual se confirmé a través del est&RitN.

Figura 15. Obtencion de acetonil geraniina por croratografia en columna
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3-O--L-arabinofuranosido-7-Q¢-D-ramnosido de KaemferolSe tomaron las
fracciones antes obtenidas a partir del extract@.dghiedeanum en las que fue identificado
por coromatografia en capa fina. Se hizo cromatizgesn columna de vidrio de 1 cm de
diametro con gel de silica pasando un sistemaudadel de cloroformo metanol y agua con
volumenes de 100 ml obteniendo 97 fracciofégura 16). El flavonoide fue identificado
en las fracciones 77 a 97; para purificar el corsfmudichas fracciones se mezclaron y se
pasaron de nuevo por columna en gel de silice n@istema de Acetato de etilo y metanol
en volumenes de 25 ml obteniendo 76 fraccionesasnglue el flavonoide puro fue
identificado en las fracciones 22 a la 29 lo cued €Eomprobado a través del estudio de
RMN.

Figura 16. Obtencién de3-O-a-L-arabinofuranosido-7-Og-D-ramnosido de Kaemferol
por cromatografia en columna

Acido elagico Por razones de tiempo y disponibilidad este casjoufue adquirido
comercialmente de la casa Sigma Aldrich.

6.6 Animales y tratamiento con extracto y prinagactivos de G. shiedeanum

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de B) asemanas de edad. Los
animales fueron habituados en caja de polipropilahmentados con alimento comercial y
aguaad libitum con ciclos de 12 hrs de luz ycontrol de tempegatuos animales fueron
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divididos en 6 grupos: 1) Control, 2) TAA, 3) Extta+TAA, 4) Geraniina+TAA, 5)
Kaemferol+TAA y 6) Acido elagico. El grupo 1 no iigié ningln tipo de tratamiento, el 2
recibié una dosis Unica de TAA (6.6 Mmol/Kg) vidraperitoneal, los grupos 3, 4, y 6
recibieron un pretratamiento de 4 dias con extrdetd. shiedeanupygeraniina, kaemferol
y acido elagico respectivamente (100, 25, 2.5 § hi#j/Kg) via intragastrica y en el cuarto
dia fueron administradas con dosis Unica de TAB Kmol/Kg) via intraperitonealT@abla

3).

Tabla 3. Plan de tratamiento del extracto y compudss deG. shiedeanum

Grupo Administracién Dosis

Grupo 1 Control - -

*

Grupo 2 TAA 6.6 mmol/Kg+ NacCl (0.9%)
Grupo 3 TAA + Ext 100 mg/Kg

Grupo 4 TAALAG 6.6 mmol/Kg+ 25 mg/Kg
Grupo 5 TAA+K 6.6 mmol/Kg+ 2.5 mg/Kg
Grupo 6 TAA+ AE 6.6 mmol/Kg+ 12.5 mg/Kg

TAA : Tioacetamida
Ext : Extracto
AG : Acetonil geraniina

*kkk

K : 3-O--L-arabinofuranosido-7-@-
D-ramnosido de Kaemferol
AE  Acido Elagico

Todos los animales fueron sacrificados a las 24ehhizo apertura de cavidad
abdominal y se obtuvieron muestras de sangre p@iiglira 17) en tubos heparinizados
gue se centrifugaron a 4 000 rpm por 15 minut@é°aC para obtener el suero en tubos
eppendof los cuales se almacenaron en ultracormgala@d °C. Adicionalmente, se extrajo

el higado que fue cortado en pequefios fragmentas gnvolvieron en papel aluminio
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dentro de bolsas de plastico para ser almacenadaisr@congelado a -80°C para preservar
su integridad. El tratamiento de los animales sdiz@ de acuerdo a los términos de la
NOM-062-Z00-1999. Especificacion para la producciénidado y uso de los animales de
laboratorio (123). EI manejo de los desechos biotéyfue realizado de acuerdo a la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccibn ambiental - S8alambiental - Residuos

peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacioegpecificaciones de manejo (124).

| 7' t

Figura 17. Apertura de cavidad abdominal y obtencia de sangre portal

6.7 Determinacion en suero de Alanina aminotramnasa

La determinacién cuantitativa de la enzima ALTresadiz6 con el kit GTP (ALT)-
LQ de SPINREACT. Se afiadi6 en celda de cuarzoae de paso de luz 1 ml de reactivo
de trabajo (RT) preparado previamente de acuetds eondiciones del fabricante con 100
pl de muestra, se mezclo e incubd por 1 minuto°a2%5e leyo la Absorbancia (A) inicial
de la muestra en espectrofotdmetro a 340 nm y a wacuto durante 3 minutos. Se midié
la disminucién de la absorbancia producida poox@acion de NADH a NAD en la
reaccion acoplada de reduccion de piruvato a ctatalizada por lactato deshidrogenasa
(Esquema ). Se calcul6 el promedio del incremento de Absackzapor minuto AA/min)
con la siguiente formula:

AA/min x 1750 = U/L de ALT
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Material y Métodos

Unidades: La unidad Internacional (Ul) es la whatt de enzima que convierte 1
umol de substrato por minuto en condiciones estaridarconcentracion se expresa en

unidades por litro (U/L). Se obtuvieron medidas fpiplicado de cada muestra.

ALT

Glutamato + Piruvato

v

L-Alanina + a-Cetoglutarato

LDH
Piruvato + NADH + H* > Lactato + NAD™

Esquema 1. La velocidad de disminuciéon de la conaeacion de NADH en el medio,
determinada fotométricamente, es proporcional a laoncentracién catalitica de ALT
en la muestra.

6.8 Aspartato aminotransferasa

La determinacion cuantitativa de la enzima ALTresadiz0 con el kit GOT (AST)-
LQ de SPINREACT. Se afiadio en celda de cuarzodae de paso de luz 1 ml de reactivo
de trabajo (RT) preparado previamente de acuetds eondiciones del fabricante con 100
pl de muestra, se mezcld e incub6 por 1 minuto°a2%5e leyo la Absorbancia (A) inicial
de la muestra en espectrofotometro a 340 nm y @ waauto durante 3 minutos. Se midio
la disminucién de la absorbancia producida poox@acion de NADH a NAD en la
reaccion acoplada de reduccion de oxalacetato aatopalcatalizada por malato
deshidrogenasd&équema 3. Se calcul6 el promedio del incremento de Absuelzapor

minuto AA/min) con la siguiente formula:

AA/min x 1750 = U/L de ALT
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Material y Métodos

Unidades: La unidad Internacional (Ul) es la whatt de enzima que convierte 1
umol de substrato por minuto en condiciones estaridarconcentracion se expresa en

unidades por litro (U/L). Se obtuvieron medidas fpiplicado de cada muestra.

AST
L-Aspartato + a-Cetoglutarato > Glutamato + Oxalacetato

MDH
Oxalacetato + NADH+ H* > Malato + NAD™*

Esquema 2. La velocidad de disminucion de la conaeacion de NADH en el medio,
determinada fotométricamente, es proporcional a l&oncentracion catalitica de AST
en la muestra.

6.9 Determinacion en suero de Bilirrubina total

La determinacion cuantitativa de BILT se realipd el kit BILIRRUBIN T-DMSO

de SPINREACT. Se agreg6 en una celda de cuarzoate del paso de luz 1.5 ml del
reactivo R1 (ac. sulfanilico 30 mmol/L; HCI 50 mithg| DMSO mol/L) mas 50 ul del
reactivo R2 (Sodio nitrito 229 mmol/L) y 100 puL tkeemuestra de suero. Para el blanco
solo se agregd en la cubeta el R1 y la muestraezelo e incubd 5 minutos a 25°C y se
leyé la absorbancia (A) a 555 nm en espectrofot@m&l método se basa en la conversion
de la bilirrubina en azobilirrubina mediante el dacisulfanilico diazotado midiéndose
fotométricamente. De las dos fracciones presentesuero, bilirrubin-glucurénido y
bilirrubina libre ligada a albumina, solo la prirageacciona en medio acuoso (bilirrubina
directa precisando la segunda la solubilizacion@BMEO para que reacciones (bilirrubina
indirecta). En la determinacion de la bilirrubimalirecta, también se determina la directa,
correspondiendo el resultado a la bilirrubina tota intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de bilirrubina pree en la muestra (125, 126).
Se calcul6 el valor de BILT con la siguiente fotaau

(A) Muestra — (A) Blanco x Factor tedrico (19.1) g/dL de bilirrubina en la muestra
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Material y Métodos

El manejo de los residuos peligrosos biolégic@dnfosos (RPBI) se realizé de
acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (124).

6.10 Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados en la media + desviazstandar (£SD) sometidos a
analisis de varianza (ANOVA de una via) en cuatrmales para cada condicion en un
namero variable de experimentos especificados ea caso. El analisis para evaluar
diferencias significativas entre grupos se reatind la prueba de Tukey. Se consideré
diferencias significativas a valor p<0.05.
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Resultados

VIl. RESULTADOS

Es de gran importancia que el uso correcto detgdatomo parte de la CAM esté
fundamentado en estudios fitoquimicos y biolégigos permitan explicar los fenébmenos
de interaccién ente los compuestos de las plantéss yespuestas fisioldégicas en los
sistemas vivos. Por ello, el estudio de la espécishiedeanunen esta investigacion se
llevd a cabo en dos partes, la primera abarco #uawion del extracto sobre algunos
parametros de dafio como respuesta del higado faenteagente de toxicidad conocida
(Tioacetamida) incluidos el efecto sobre las cotreerones de enzimas antioxidantes, el
indice de reduccion de glutation reducido sobréatlado (IR GSH/GSSG) en tejido
hepatico y el ensayo de actividad antioxidante glométodo DPPH. La segunda parte
contempla la extraccion de los principios active$ ektracto deG shiedeanunfacetonil
geraniina y 3-Qx-L-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol) y la evaluacion
del efecto hepatoprotector del extracto y los poios activos sobre los marcadores de
lesion Alanina aminotransferasa, Aspartato amimsfexasa y bilirrubina total con la
finalidad de valorar el grado de proteccion y corapé eficacia entre los compuestos y el
extracto. En ambas partes de la investigacion ssvigbon resultados muy fructiferos en
relacion a los objetivos planteados.

7.1 Efecto del pretratamiento con extracto desldedeanum sobre los niveles de enzimas
del sistema antioxidante endégeno en higado de ideapués de la intoxicacion con TAA

La evaluacion sobre los niveles de enzimas delersst antioxidante en
homogenados de higados de ratas mediante el andtisiWestern blot mostré un dafio
evidente por intoxicacion con una dosis subletalTdd (6.6 mmol/Kg) al observarse
alteraciones en los niveles de estas proteinaasemuliestras obtenidas a las 0, 24 y 48 h.
Los resultados estan expresados en relacion adermmia d@-actina la cual se utilizé6 como

control de medicién de los niveles de enzimas ydoeda como punto de referencia.
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7.1.1 Catalasa

Después de la intoxicacion con TAA no se observaeliatamente un cambio
significativo en los niveles de Cat, sin embargasgulas las primeras 24 h se mostro
disminucién importante de la enzima en el grupo iattnado Unicamente con el
hepatotoxico, en tanto, el grupo que recibié eltrptamiento con extracto aumento los
niveles de Cat y aunque no se alcanzé el nivelpgegentaron los controles este resultado

se mantuvo a las 48 h pero con un ligero aumeng grupo del extractd-{gura 18).

7.1.2 Superoxido Dismutasa

Los niveles de SOD a las 0 h después de la intawicaon TAA fueron estables en
ambos grupos, a las 24 h el grupo tratado conxétddGexperimentd un aumento no tan
significativo, en cambio el grupo pretratado coreglracto aumentd significativamente
muy por encima de los valores de los controlesas?di8 h el nivel de SOD disminuyd por
debajo de los niveles basales y también se aprémié disminucion en el grupo con el
extracto pero aun asi los valores se mantuvieroyn pou encima de los controleBigura
19).

7.1.3 Glutation Peroxidasa

Los niveles de GPx a las 0 h se mantuvieron estaldepués de la administracion
de TAA, hacia las 24 h el grupo intoxicado con TAAstro una leve reduccion y aumento
significativamente diferente de los valores enamds con respecto a los controles.
Posteriormente, a las 48 h se mantuvieron estéideslores en el grupo administrado con
TAA, en tanto que el grupo del extracto incremen2d3 veces los niveles de GPx

comparado con los controldsidura 20).
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7.1.4 Glutation reductasa

Se expresaron niveles basales elevados de GRO&hlds la intoxicacion con TAA,
después de las primeras 24 h se percibi6 el dassapsficativo de los valores de GR y el
grupo que recibio el extracto experimenté un aumeh seguida, hacia las 48 h se not6
mayor reduccion de los valores pero el aumentd gnupo pretratado con el extracto fue

notablemente mayor, aunque no se alcanzo los sideléos controleg-{gura 21).
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Figura 18. Efecto del pretratamiento con extracto d G. shiedeanumen los niveles de
Catalasa (Cat) analizados por Western blot en homegados de higado de ratas
intoxicadas con una dosis subletal de tioacetamid@rAA). Las muestras fueron
obtenidas a las 0, 24, 48 h después de administradal AA. Los resultados expresados
en unidades arbitrarias (u.a.) fueron la mediax SD de los valores obtenidos por
duplicado en homogenados de higados de 4 animaleterentes para cada condicion.
Las diferencias frente a los respectivos controlesstan representadas como (a) y las
diferencias debidas al extracto como (b) p<0.05
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Superoxido Dismutasa
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Figura 19. Efecto del pretratamiento con extracto d G. shiedeanumen los niveles de
Superoxido Dismutasa (SOD) analizados por Westerndt en homogenados de higado
de ratas intoxicadas con una dosis subletal de tioetamida (TAA). Las muestras
fueron obtenidas a las 0, 24, 48 h después de admmirada la TAA. Los resultados
expresados en unidades arbitrarias (u.a.) fueron lamedia + SD de los valores
obtenidos por duplicado en homogenados de higados d animales diferentes para
cada condicién. Las diferencias frente a los resp@aos controles estan representadas
como (a) y las diferencias debidas al extracto can{b) p<0.05.
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Figura 20. Efecto del pretratamiento con extracto d G. shiedeanumen los niveles de
Glutatién Peroxidasa (GPx) analizados por Western Ibt en homogenados de higado
de ratas intoxicadas con una dosis subletal de ticatamida (TAA). Las muestras
fueron obtenidas a las 0, 24, 48 h después de admirada la TAA. Los resultados
expresados en unidades arbitrarias (u.a.) fueron lamedia + SD de los valores
obtenidos por duplicado en homogenados de higados d animales diferentes para
cada condicién. Las diferencias frente a los resp@aos controles estan representadas
como (a) y las diferencias debidas al extracto can{b) p<0.05
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Glutation Reductasa
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Figura 21. Efecto del pretratamiento con extracto d G. shiedeanumen los niveles de

Glutation Reductasa (GR) analizados por Western bloen homogenados de higado de
ratas intoxicadas con una dosis subletal de tioa@ghida (TAA). Las muestras fueron

obtenidas a las 0, 24, 48 h después de administradal AA. Los resultados expresados
en unidades arbitrarias (u.a.) fueron la mediaz SD de los valores obtenidos por

duplicado en homogenados de higados de 4 animaléferentes para cada condicion.
Las diferencias frente a los respectivos controlesstan representadas como (a) y las

diferencias debidas al extracto como (b) p<0.05.
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7.2 Efecto del pretratamiento con el extracto del@edenum sobre el indice de reduccion
(IR) GSH/GSSG en ratas intoxicadas con TAA

El efecto del pretratamiento con el extracto @eshiedeanumsobre el IR
GSH/GSSG analizado por emision de fluorescenciassxpeduccion en la concentracion
de GSH y consecuente aumento de GSSG en el grupoegibié Unicamente la dosis
subletal de TAA a las 24 h como muestra de la cibmade estrés por los procesos de
biotransformacion del téxico, en cambio el grupstado con el extracto experimenté un
incremento incluso por arriba de los niveles emeaitts en los controles, no obstante,
dicha situacidon no se mantuvo a las 48 h porqu& €&bSH/GSSG disminuyé en ambos

grupos Figura 22).
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Figura 22. Efecto del pretratamiento con extracto d G. shiedeanumen los niveles de
en el indice de reducciéon (IR) Glutation reducido/midado (GSH/GSSG) analizados
por a través de la medicién de fluorescencia en hagenados de higado de ratas
intoxicadas con una dosis subletal de tioacetamid@rAA). Las muestras fueron

obtenidas a las 0, 24, 48 h después de administradal AA. Los resultados expresados
fueron la media £ SD de los valores obtenidos por duplicado en homagados de
higados de 4 animales diferentes para cada condini6Las diferencias frente a los
respectivos controles estan representadas como (%) las diferencias debidas al
extracto como (b) p<0.05.
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7.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante defaoto de G. shiedeanum por el método
DPPH

Se determind la capacidad antioxidante del extrdet®. shiedeanuna través del
indice de inhibicion del radical DPPH. Los resutadhuestran que el porcentaje de inhibicion
del extracto es significativamente alto comparado el antioxidante BHT de actividad

conocida (55.53+£1.37 y 86.91+7.93 respectivameatejual fue utilizado como control

positivo Figura 23)
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Figura 23. Evaluacion de la capacidad antioxidanteel extracto deG. shiedeanunpor
la técnica DPPH. Los resultados expresados como gbrcentaje de ihnibicion (PI)
fueron la media = SD calculados por triplicado paa cada muestra. Las diferencias
contra el control negativo DPPH+MeOH son expresadasomo (a), las diferencias
contra el control positivo DPPH+BHT son expresadasomo (b) con valor p<0.05.

~82 ~



Resultados

7.4 Efecto del pretratamiento con extracto de s/ poincipios activos de G. shiedeanum
sobre los marcadores de lesion hepética inducidalgaA.

El dafio al higado y en todo caso las patologiasitioeys se caracterizan por la
aparicion de altos niveles de enzimas product@aagtura de los hepatocidos asociados a
necrosis, el contenido hepatocitario se viertel éoreente circulatorio y la elevacion de las
enzimas hepaticas en suero es proporcional al deelafio ocasionado. Para efectos de
este estudio se tomd en cuenta algunos de los dwaesa mas utilizados
experimentalmente las enzimas Alanina aminotraaséely Aspartato aminotransferasa,
para determinar el dafio inducido por TAA en ratestratadas y no con el extracto y
compuestos activos aislados @e shiedeanumasi mismo se evaludé su grado de eficacia

para reducir la lesion.

7.4.1 Alanina aminotransferasa

Se midi6 la actividad de la enzima Alanina amiaosferasa (ALT) en suero de
ratas como indicador de dafio hepatico despuésidmiacacion con una dosis subletal de
TAA (6.6 mmol/Kg) y en animales pretratados corramto deG. shiedeanunil00 mg/Kg)

y sus principales compuestos activos acetonil gesn(25 mg/Kg), 3-Ouw-L-
arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol (2.5 mg/Kg) y acido etég(12.5
mg/Kg) por via intragastrica. Las muestras de safigeron obtenidas por apertura de la
cavidad abdominal y puncion de la vena porta a2fa$ después de la administracion
intraperitoneal de TAA. El andlisis de los datogeta el incremento méximo de los niveles
de ALT a las 24 h de intoxicacioRigura 24) con niveles 3.6 veces mayores a los basales
respecto al control. Por su parte, el tratamientoe extracto redujo 3.5 veces los niveles
de ALT lo que significa que el dafio fue disminuido un 72.06%. Por su parte, los
compuestos activos expusieron mayor actividad dugie ain mas estos valores. La
geraniina disminuy6 el valor de ALT al 83.96%, akkpferol redujo a 80.18% y el acido
elagico a 92.93%. El analisis estadistico entregp@gurevel6 que solo existe diferencia
significativa entre el grupo que recibid6 Ac. EI&gitAA y el control, los demas

compuestos y el extracto se aprecian muy simil&sglecir, el Ac. Elagico aminor6 méas
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significativamente el pardmetro analizado al camfrdo con el efecto del extracto y los

otros dos compuestos.

Alanina aminotransferasa
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ﬁ 100 B Geraniina+TAA
B Kaempferol+TAA
= Ac. Elagico+TAA
50 7 b
0 %,
Tiempo (h)

Figura 24. Efecto del pretratamiento de extracto yprincipios activos obtenidos deG.
shiedemum en la actividad de Aspartato aminotransferasa ALT) en suero
intoxicadas con una dosis subletal de Tioacetamid@AA). Los resultados expresados
en Unidades por litro de suero (U/L de suero) fuemla media = SD de tres mediciones
por cada muestra (n = 5). Las diferencias signifitevas contra el control son
expresadas como (a) y las diferencias contra TAA sxpresan como (b) p<0.05.
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7.4.2 Aspartato aminotransferasa

Se midi6 la actividad de la enzima Aspartato amarstferasa (AST) en suero de
ratas para evaluar el grado de dafio hepatico degpeida intoxicacidon con una dosis
subletal de TAA (6.6 mmol/Kg) y en animales pretdats con extracto d8. shiedeanum
(100 mg/Kg) y sus principales compuestos activesamil geraniina (25 mg/Kg), 3-@-L-
arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol (2.5 mg/Kg) y acido etég(12.5
mg/Kg) por via intragastrica. Las muestras de safigeron obtenidas por apertura de la
cavidad abdominal y puncion de la vena porta a2fa$ después de la administracion
intraperitoneal de TAA. El analisis de los datogeta el incremento maximo de los niveles
de AST a las 24 h de intoxicacion aumentando 4 svesmbre los valores basales
correspondientes al contrdtigura 25). La actividad del extracto reporta la reduccién d
6.4 veces el nivel de AST en suero, lo que sugigre el dafio fue aminorado en un
84.49%. En tanto, los resultados arrojados poemetios principios activos es todavia mas
notable. La geraniina redujo el dafio a 93.34%aehipferol a 94.29% vy el acido elagico a
94.29%. La comparacion entre grupos revela queaeegiferencia significativa entre los
grupos Geraniina-TAA, Kaemferol-TAA y Ac. ElagicoAR contrastados con el grupo que
recibio el extracto, es decir, los compuestos redumtablemente los niveles de AST muy

por debajo del control y del extracto.
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Figura 25. Efecto del pretratamiento de extracto yprincipios activos obtenidos deG.
shiedeamum en la actividad de Aspartato aminotransferasa AST) en suero
intoxicadas con una dosis subletal de Tioacetamid@fAA). Las muestras fueron
obtenidas a las 24 h después de administrada la TAAos resultados expresados en
Unidades por litro de suero (U/L de suero) fuerorta media = SD de tres mediciones
por cada muestra (n = 5). Las diferencias signifitevas contra el control son
expresadas como (a) y las diferencias contra TAA sxpresan como (b) p<0.05.
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7.4.3 Bilirrubinas totales

La bilirrubina es considerada en la investigacigpegimental y practica clinica un
importante parametro relacionado con el diagnodie@®nfermedades hepéticas o lesidon
inducida. La hiperbilirrubinemia es producida pdter@ciones en el balance entre la
sintesis y excrecion hepatobiliaria de pigmentagugados. En este estudio se midio la
actividad de bilirrubinas totales (BILT) suero dmtas para evaluar el grado de dafio
hepético después de la intoxicacion con una dagitet®l de TAA (6.6 mmol/Kg) y en
animales pretratados con extracto @e shiedeanum(100 mg/Kg) y sus principales
compuestos activos acetonil geraniina (25 mg/KegR-& L-arabinofuranosido-7-@-D-
ramnosido de Kaemferol (2.5 mg/Kg) y acido eladit®.5 mg/Kg) por via intragastrica.
Las muestras de sangre fueron obtenidas por ape&iua cavidad abdominal y puncién de
la vena porta a las 24 h después de la adminiétraicitraperitoneal de TAA. Los
resultados indican un dafio evidente en el gruporecibio el téxico Figura 26), por el
contrario los grupos que recibieron el extract@y principios activos d&. shiedeanum
experimentaron un descenso significativo con valarercanos a los controles, lo cual
indica una considerable reduccion del dafio. Cabacmnar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el extractosymetabolitos, es decir, no se observa un

mayor efecto de por parte de alguno de ellos #ikegda comparacion entre grupos.
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Figura 26. Efecto del pretratamiento de extracto yprincipios activos obtenidos deG.
shiedeamum en los valores de Bilirrubina total (BILT) en suero de ratas intoxicadas
con una dosis subletal de Tioacetamida (TAA). Las nestras fueron obtenidas a las 24
h después de administrada la TAA. Los resultados xpresados en miligramos por
decilitro de suero (mg/dL de suero) fueron la media SD de tres mediciones por cada
muestra (n = 5). Las diferencias significativas cdra el control son expresadas como
(a) y las diferencias contra TAA se expresan comb)p<0.05.
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Discusion

VIIl. DISCUSION

La Tioacetamida es un potente hepatotoxico utibzampliamente como modelo
de lesion hepatica porque causa dafio a nivel tEnitar o perivenoso. Este compuesto es
bioactivado por el higado en dos pasos primeramacEitamida sulféxido (TASO) a través
del CYP2E1 microsomal y posteriormente al metabditamente reactivo Tioacetamida
disulféxido (TASQ) el cual se une covalentemente con sustratos Ilsipes iniciando
necrosis celular (19, 33, 34). La exposicion agud#®A provoca alteraciones bioquimicas
elevando los niveles séricos de AST, ALT, Bilirmibidirecta y total, células blancas,
amonio, albumina, r-glutamil transpeptidasa y ié@snas proinflamatorias IL-6 y TNé&-

Se ha observado el nivel maximo de alteracién @4ag 48 h después de la administracion
de una dosis Unica TAA por lo cual su uso se cenaidn modelo de dafio hepatico agudo
confiable (36). Por otro lado, la exposicion prgada produce cirrosis, nodulos

hiperplasicos, adenomas y hepatocarcinomas (127).

8.1 Efecto del pretratamiento con extracto desldedeanum sobre los niveles de enzimas
del sistema antioxidante endégeno en higado de id¢apués de la intoxicacion con TAA

El sistema de defensa antioxidante endégeno (SDAE)jdo producto de una larga
evolucion en los seres vivos ante el incesante dafjoe se han confrontado en el medio
ambiente y tal como su nombre lo dice este sistiemeiona como protector contra los
agentes toxicos que generan estrés oxidativo pnest metabolica. El estrés oxidativo se
define como el desequilibrio entre la produccionRi®S y las defensas antioxidantes en
contra de estas moléculas. En consecuencia, stesi sufre fluctuaciones proporcionales
a la dosis y el tiempo de contacto con el tOxisoly precisamente estas variaciones las que
al ser medidas nos brindan un esquema sobre das@moado y, a su vez, de la capacidad
del organismo mismo para recuperarse. Para finestdeinvestigacion se evaluo el efecto
del pretratamiento con extracto @& shiedeanunsobre los niveles de algunas de las
enzimas mas importantes que constituyen el SDAE, @aD, GPx y GR) en higado de

ratas intoxicadas con una dosis subletal de TAgs muestras tomadas a las 0, 24 y 48 h
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después de la intoxicacion fueron analizadas porédbdo de Western blot. Esta técnica se
basa en el andlisis del producto de expresion slggémes, eso significa el analisis de
proteinas. Los resultados indicaron alteraciondsstintos niveles sobre la concentracion
de dichas enzimas en tejido hepatico. Cabe menclaneportancia de la funcionalidad
individual que aporta cada enzima al SDAE haciematar que no trabajan separadamente
sino que por el contrario, llevan un trabajo enigguerfectamente coordinado. Por
ejemplo, uno de los sistemas mas importantes deqaion celular en contra de los efectos
toxicos del oxigeno molecular es el que realizarc@munto las enzimas SOD y Cat. La
enzima SOD se encarga de catalizar la dismuta@b®d" que en consecuencia genera
H.O,, esta sustancia es transformada,® Hbor la Cat. Se sabe de la accion moduladora
que tienen para protegerse una a la otra, cuangmdace el @  se inactiva a la Caty la
produccion de bD, inhibe a la SOD. Por otro lado, la GPx, la GR YG&8H concretan
actividades en conjunto. La GPx cataliza la reacdi® oxidacion del GSH convirtiéndolo a
GSSG tomando como sustratgQd4 u otros peroxidos organicos. Paralelamente la GR
participa en la restauracion del glutation a smforeducida GSH con la ayuda de agentes
reductores, en este caso gracias a la presenci?NAIBPH por accion de G6P
deshidrogenasa que a su vez es proporcionadosti@wéa de las pentosas fosfato. Todo
ello habla de una super familia de componentesrgadas de la proteccion frente a un
constante deterioro al que se exponen los sisteahalgres.

Actualmente no existen suficientes estudios queliqygn los mecanismos
moleculares por los cuales ocurre la interacciotmeelos componentes de las plantas
medicinales y los sistemas celulares que ayudemgrender de mejor forma los efectos
observados en la experimentacion cientifica. Efipaniente los fendmenos de expresion
génica de enzimas antioxidantes se consideran speagificilmente dilucidables por la
enorme variacion genética entre individuos y lagdies ambientales que intervienen. No
obstante, en este estudio se pudo observar diésreegpuestas en cada una de las enzimas
del SDAE. La Cat experimenté descenso significativtas 24 h en respuesta al estrés
oxidativo generado por la intoxicacion con TAA. Simbargo, el grupo que recibio el
extracto logra acrecentar el nivel de Cat aunqusentiega a los valores basales pero el
aumento es significativo; a las 48 h el valor dasde aln mas en los animales tratados con

TAA, mientras que el grupo del extracto intentaoapnarse a los controles. La SOD, por
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Su parte, presenta un comportamiento ciertamerstintdi, de inicio los valores de los
controles se tornan un tanto bajos y a medida qsamplas primeras 24 aumentan
ligeramente en el grupo al que se inyectd TAA, amimo el que recibe el extracto
incremento significativamente el valor de SOD. 848 h en el grupo con TAA desciende
todavia mas el nivel de SOD y el grupo pretratamo extracto de igual manera aminora
ligeramente su valor, si bien la diferencia sigismdo extraordinariamente significativa.

Lo anterior confirma la hipétiesis que postulanteraccion mutua entre la SOD y Cat.

La GPx present6 valores levemente reducidos 24dsde intoxicacion con TAA,
pero el grupo que recibio el extracto aumentd dmmablemente y el ascenso es ain mas
notorio a las 48 h. La enzima GR presenta valdtes desde el inicio a las 0 h, a las 24 el
grupo intoxicado con TAA sufrié un dramatico destely el grupo del extracto trata de
aminorar el dafio elevando su valor, a pesar deaeks 48 h el grupo intoxicado redujo
todavia mas el valor de GR al contrario del extrapie intenté alcanzar el valor de los
controles al no detectarse diferencia estadistinterggnificativa entre los datos arrojados
por los controles y el extracto. Al contrastar lesultados con los del indice de reduccion
del GSH/GSSG se puede confirmar que el extractovigine directamente en la reciclacion

del tripéptido gracias a la activacion de la GR.

Estos resultados sugieren que el extract® dshiedeanunfunciona perfectamente
como protector al higado cuando el dafio ha sidocidd por la exposicién a un agente
altamente téxico (TAA) al mejorar el perfil de l&nzimas del SDAE; todas ellas
experimentaron deplecion significativa pasadas pasneras 24 h después de la
intoxicacién esto se traduce en aumento del estxédativo hepatico en respuesta al
proceso de biotransformacion al que sometidé la Téoh la inevitable formacion de
moléculas altamente electrofilicas que interactéiei@an disminuyendo los componentes
del SDAE. En cambio, cuando se administro el etdrda totalidad de las enzimas, a

distintos niveles, aumentaron de forma signifiaagu concentracion en el tejido hepatico.

Estos resultados concuerdan con los encontradd2qubigues, y sus colaboradores
donde se probo la atenuacion del estrés oxidaty@tico que produjo la administracion
del extracto acuoso d€roton cajucara Benth(1.5 ml i.g.) en ratas diabetizadas con
estreptozotocina; lo que se observo fue aumenta actividad de las enzimas SOD, Cat y
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GPx, asi como disminucion de la activacion deldianticlear NFep el cual es un factor de
transcripcion asociado a la expresion de genestignen que ver con las mdltiples
complicaciones de la diabetes (128). El tratamieio el extracto de aceite esencial de
Ginseng rojo probd participar en la proteccion keglno Unicamente como una estructura
molecular antioxidante sino también porque estimialéactividad y expresion de las
enzimas del SDAE Cat, SOD y GPx en cultivo de eéliiepéaticas HepG2 tratadas con
H.O, (1 mM) (129). También se ha probado que el exdirdetGanoderma lucidumun
hongo de amplia utilidad medicinal, del cual seuabtmetil linoleato considerado el
componente mas importante de la fraccion estinakaxpresion de catalasa y el nivel de

transcripcion en ratones (130).

8.2 Efecto del pretratamiento con el extracto desldedenum sobre el indice de reduccién
(IR) GSH/GSSG en ratas intoxicadas con TAA

El glutatibn compuesto tiolico no proteico mas atamie en las células, esta
constituido por los aminoacidos L-glutamina, L-eish y L-glicina se ha asociado a
diferentes procesos fisiolégicos entre los que adastia eliminaciéon de xenobidticos,
sefalizacion celular y también como antioxidanteagente reductor al interactuar y
neutralizar compuestos electrofilicos y ROS. Quia la razén por la cual el higado es el
organo donde se encuentra en mayor proporcionmi®tante mantener elevado el indice
redox de glutation reducido sobre el oxidado (GSF8G) en los sistemas celulares porque
la disminucion de éste indice implica aumento gordalucciéon de GSSG y disminucion de
grupos tiol vinculados con la desestabilizacionpd&teinas por la formacién de enlaces
disulfuro mixto, peroxidacion lipidica, protubergasen la membrana celular, aumento de
calcio intracelular e induccidon de apoptosis partivacion de las caspasas (sefiales de
muerte) y por la apertura de los poros de permdatiltransitoria mitocondriales. La
evaluacion del indice redox GSH/GSSG en homogendeltiégado de rata por efecto de la
intoxicacion con TAA mostré la reduccion evidente GSH a las 24 y 48 h, por el
contrario, el pretratamiento con extracto@eshiedeanummostro recuperacion del indice
al incrementar la concentraciéon de GSH aun pormemalel grupo control a las 24 h de
recibir el hepatotéxico. No se observé el mismatefeen el grupo de las 48 h también
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tratado con el extracto. Muy probablemente el nwitab TASO, el cual es altamente
electrofilico interacciona con el GSH hepéatico fando conjugados por accion de las
GSTs para después ser hidrolizados en cada unasdeages y eliminarse a través de la
bilis; este fenomeno es apreciado por la disminudiél GSH en nuestro experimento. La
menor deplecion de GSH hepatico posiblemente sa ddh interaccion molecular entre
los compuestos antioxidantes contenidos en el @gtreon TASQ y ROS generados
durante la intoxicacién con TAA.

La exposicion de las células hepaticas a TAA exhitee profunda disminucion del
contenido de GSH precedido por fuerte aumento gedduccion enddgena de ROS. La
produccion de ROS se correlaciona con incrementiijpdperoxidacion (131). Al mismo
tiempo el analisis protedmico revela que la adrtrimésdn de TAA genera alteracion
bilateral en la funcion proteica, por un lado dgsle enzimas de rutas metabdlicas
primarias como Ig-oxidacion de acidos grasos, metabolismo de amidosale cadena
ramificada y metabolismo de la metionina. Este femdo es representativo de la
disminucién de Acetil CoA. Por otra parte, regutatpinas involucradas con el aumento

del estrés oxidativo y peroxidacion lipidica (132).

Al igual que este proyecto en varios centros destigacion de diferentes partes del
mundo se han evaluado extractos y compuestos deaplajue prometen reducir los
marcadores de lesion en tejido hepatico. El exdratandlicode Frutus Piperis Longiuna
planta de uso comun en China, probo reducir desraasignificativa los signos de fibrosis
hepatica expresados por disminucion de la activatlada gamma glutamiltrasferasa y el
contenido de colageno al mejorar normalizar losresl de GSH, AST, ALT, ALP Y gGT.
Se han atribuido estos efectos al elevado contesedpolifenoles en la planta los cuales
pueden actuar en contra de los radicales libresciendo el estrés oxidativo y en
consecuencia optimizando el sistema antioxidan®. (2l experimento con la fraccion
metanodlica déAmomun xhantoidesina especie utilizada para tratar desérdenestdige
en Asia, a dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg ha mostnadiucir significativamente los
marcadores de dafio entre ellos GSH en la induct@dibrosis hepatica por TAA en ratas,
por lo que ha sido propuesto como potente antiitwd133). El uso de resveratrol a dosis

de 100 y 200 mg/Kg durante 8 semanas ha probadairesignificativamente el dafo
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inducido por CCJ (0.4 g/Kg peso/dia) en ratas aumentando los &aldeeGSH a vniveles

muy parecidos a los controles (134).

8.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante detaoto de G. shiedeanum por el método
DPPH

La evaluacion del extracto d&. shiedeanunpor el método DPPH (1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) expresada como el porcentaje débinldn mostro diferencia significativa
(p<0.05) con relacién al control negativo metanal gontrol positivo BHT. El porcentaje
de inhibicién del extracto se encuentra por ardieh 80% comparado con el del BHT
alrededor del 55 %. Este método desarrollado pan®#Villiams (Brand-Williamset al
1995) se basa en la reduccion de la absorbanciaadetal DPPH, este radical de
coloracion violeta es organicamente estable. Laicitedde actividad antioxidante se hace
espectrofotométricamente siguiendo la reducciéald®rbancia a 517 nm con el inherente
cambio de coloracion. La reaccion de estabilizacg® considera que transcurre
fundamentalmente por la transferencia de electronasaporte marginal de transferencia
de a&tomos de hidrogeno. De acuerdo con esto, sersugue la elevada actividad
antioxidante del extracto de Ghiedeanunse debe al contenido de polifenoles descritos
previamente cuya capacidad antioxidante esta hasatlabilidad para donar electrones y
detener reacciones en cadena. En el caso de lamdiges esta habilidad se debe a los
grupos hidroxilo, especificamente al 3',4-OH dellla B y a la doble ligadura 2, 3- del
anillo C. La actividad aumenta con el numero degsu—OH en el anillo A y B (105, 106).
En elagitaninos la capacidad estabilizadora detah@®PPH esta relacionada con el peso
molecular y la tasa de galolilacion, se ha viste glagitaninos de mayor peso molecular
atrapan mas eficientemente el radical DPPH (13B) gctividad antioxidante de taninos
hidrolizables se debe a la quelacidén de hierro aqui&sa la captacion de radicales hidroxilo
(136).

Los resultados encontrados en esta investigacidouerdan con los hallados en el
estudio deGeranium sibricunen el cual se reporté un elevado contenido dégnalies en

extracto de acetato de etilo (ACEtO) representadoso equivalentes de acido galico por
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gramo de extracto (425 mg GAE/g extracto) al coruz@ con extractos acuaoso, etanolico
y las fracciones de éter petréleo, n-butanol y saud69.46, 218.39, 130.78, 327.17 y
68.03 GAE/g extracto respectivamente). La evaluacié la capacidad antioxidante con
diferentes métodos entre los que se encuentra DfePiHanera general demostré que la
fraccion de AcEtO mostré6 mejor actividad antioxigarPor los resultados encontrados se
sometié la fraccion de AcEtO a pruebas fitoquimipasa identificar los compuestos

mayoritarios de los que destacaron los elagitanggoaniina, acido galico y corilagina. A

dichos compuestos se les midié la capacidad agdoxe por los mismos métodos y se
encontrd que la geraniina fue el compuesto con magtividad antioxidante, en cambio el

acido galico fue el que inhibi6 mas eficientemeatia xanina oxidasa una enzima que

participa en la sintesis de &cido urico (86).

8.4 Efecto del pretratamiento con extracto y ppias activos de G. shiedeanum sobre los
marcadores de lesion hepatica inducida por TAA

En este estudio se evalud el efecto hepatoprotgaatioxidante del extracto y los
principios activos deG. shiedeanunen un modelo de dafio hepético inducido por la
intoxicacion con una dosis Unica de TAA en ratas leomedicion de marcadores de lesion
claramente conocidos las enzimas AST, ALT y BIL&;observo el aumento significativo
(p<0.001) del grupo que recibié el toxico conttacentrol lo cual confirma el dafio
inherente producido por la exposicion aguda a TAAte compuesto es una de las
hepatotoxinas mas frecuentemente estudiadas per kercapacidad de generar fibrosis,
cirrosis y cancer en modelos experimentales cas.rai dosis elevadas de 500 mg/Kg
genera necrosis hepatica perivenosa producto detdaicacion aguda (19). En este
experimento el pretratamiento con el extract@deshiedeanumedujo los niveles de AST
y ALT con valores cercanos a los controles y erasb de los compuestos los niveles caen
aun por debajo del grupo control. Uno de los oljatiplanteados fue precisamente el de
comparar los efectos entre grupos, las variacignesbretodo determinar cual de los
compuestos tuvo el efecto mas significativo. Deeedoi a los resultados obtenidos se
observé que el acido elagico fue el compuesto gdejo mas significativamente (p<0.05)
los niveles de AST y ALT en comparacion con la giéna y el kaemferol. Los valores de
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BILT en suero indudablemente aumentan en el gragoficado a las 24 h después de
recibir el téxico, sin embargo, los niveles queaaka aln son considerados normales ya
gue de acuerdo a las referencias el maximo dabbserva hasta las 48 h de intoxicacion.
Los grupos pretratados con el extractoGleshiedeanuny sus metabolitos experimentan
disminucién en la concentracion de BILT con regsldseamuy similares al control (p<0.05);
no se identifico diferencia estadisticamente siggtifva en la capacidad de disminucién de
la lesion entre el extracto y los principios acsive la planta.

La biodisponibilidad es un factor determinante pguea los compuestos evaluados
logren el efecto deseado y al parecer el uso cadbirde flavonoides aumenta la
biodisponibilidad por las interacciones que realiza el transporte (137). Después de la
administracion oral de kaemferol el tiempo de atiéores relativamente rapidongk 1-2
h), el aumento en los niveles plasmaticos es diependiente (100 y 250 mg/Kg). Por el
contrario la biodisponibilidad es de alrededor 2#; el andlisis de sangre portal revela
moderado a bajo nivel de absorcion. Esto se defimplemente al extenso primer paso del
metabolismo por glucuronidacion y otras rutas k&sa cabo en intestino e higado (138).

Existe informacion limitada sobre el proceso de trhiwsformacion que
experimentan los flavonoides en humanos. Por eides de algunos flavonoides en
microsdmas hepaticos de humanos se sabe que sabohiztdos por el CYP1A2 y
CYP2C9 (139), particularmente el kaemferol es fansado a quercetina por el CYP1Al
(140). La velocidad en que son oxidados depentigrddo de metilacion que presenten,
es decir, los compuestos que se encuentran paeci@nmetilados son oxidados mas

rapidamente que los que estan completamente nuti(dd1).

La informacién sobre biodisponibilidad y metabolsrde elagitaninos aun es
limitada por lo que estos procesos aun no son @ampkente comprendidos, a pesar de
ello, el estudio de los metabolitos encontradosuamo, orina y heces de rata a partir de la
administracion de geraniina y corilagina aislada&G@eanium Thunbergiespecie utilizada
como antidiarreico en Japén, indica elevada a@tidntioxidante con los métodos DPPH
y ORAC, incluso con el segundo método se obseryanectividad en los metabolitos que
en los compuestos intactos; el andlisis en sueliodraumento de la actividad antioxidante
en ORAC al incrementarse los niveles plasmatics |t administracion oral de geraniina,

~ 96 ~



Discusion

tales hallazgos sugieren que los metabolitos deyit@lanos, pueden contribuir
benéficamente a la salud actuando como antioxidait@?). Esta informacion coincide
con los resultados encontrados en nuestro estpippniendo que los principios activos
acetonil geraniina, 3-@-L-arabinofuranosido-7-@-D-ramnosido de Kaemferol y acido
elagico siguen una cinética similar desde la ali&om nivel intestinal y probablemente en
colon por accion de la microflora con tiempos dsoation relativamente rapidos de entre 1
y 2 h. Particularmente los elagitaninos (acetordragiina y acido elagico) son
transofmados a urolitinas por la microflora inteatipara poder absorberse (117, 118) y el
flavonoide puede ser hidrolizado por la phloridikidrolasa para liberarse de los azucares
arabinofuranosa y ramnosa volviéndolo mas lipafiljcafin a la membrana de las células
epiteliales del intestino para ser absorbido, obtém por accion de I@-glucosidasa
citosOlica a través del receptor celular GLUT-1atepente de sodio como segunda opcion
(29); una vez en la circulacion sistémica son bwizados por accion de sulfatasas, UDP-
glucuronosiltransferasas y catecol-O-metiltransi@say posteriormente se someten a
reacciones de fase Il en el higado. Al ser metaadtis en higado, se sugiere que estos
metabolitos son los responsables de actuar directi@npara disminuir el estrés oxidativo
ocasionado por el metabolito TAgAroducto de la biotransformacion hepatica de la TAA
el cual es altamente reactivo y es capaz de adbatiisustratos subcelulares ocasionando
lesion hepatica (21). Esto se refleja en la disoigru significativa de los marcadores de
dafio ALT, AST y BILT tanto por el grupo que recibeextracto como los grupos que
reciben los principios activos. Se conoce que agpolifenoles como el trans-resveratrol
y el acido tanico pueden modular el CYP2EL intéevido en la transformacion de
xenobioticos reduciendo su toxicidad (142).

Los resultados experimentales exponen mayor eéetla reduccion de los niveles
de ALT y AST por parte del acido elagico, es elcancompuesto significativamente
diferente del extracto. La razon probablementeeta @l efecto de la hidrolisis que sufre la
geraniina por accion de la microflora intestinatgpéiberar las dos moléculas de &cido
elagico que se encuentran unidas a su estructsi@, geliza implica mayor tiempo de
transformacion mientras que el acido elagico escthmente transformado a urolitinas para
entrar a la circulacion sanguinea por lo tantdeehpo es menor, esto posiblemente influya

en el efecto que alcanza el compuesto.
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Se han realizado gran variedad de investigaciomes probar los efectos en la
mayoria de los casos benéficos del extracto degsdano obstante, en varias de estas no se
llega a incluir el estudio con los principios aosvaislados. Las plantas contienen infinidad
de compuestos que forman parte de su metabolisiguncs de ellos se encuentran en
mayor proporcion dependiendo de su funcion. En &iona tradicional se tiene el
conocimiento empirico sobre el uso de las plantas gratar algunos sintomas o
enfermedades como tal, sin embargo, son los estddamuimicos los que brindan un
escaneo completo sobre la composicion de la plaetagendo el conocimiento sobre
estructura y propiedades quimicas de los composieateposible atribuirles propiedades

benéficas por lo menos hasta que se hagan lasgsinelitro e in vivo pertinentes.

Siendo el higado un 6rgano muy susceptible de dabimo a la enorme cantidad de
sustancias a las que esta expuesto, se han llevealoo distintos trabajos de investigacion
con extractos de plantas propuestos como modelpsotieccion. El trabajo realizado por
Qureshi en 2009 (76) con el extracto de las hdgSordia macleodiien el modelo de
dafio hepatico inducido por tetracloruro de carb@i@l;) mostro la reduccion significativa
(p<0.001) de los niveles de AST, ALT, ALP y BILE&l efecto se atribuy6 al contenido de
flavonoides y triterpenoides a los cuales se legrwntrado actividad antioxidante (42,

109) y hepatoprotectora (111).

En otro experimento realizado con el extracto asoup metandlico d€hyllantus
niruri  utilizando también CGlcomo agente hepatotoxico se observidn efecto
hepatoprotector al disminuir los niveles de ALT YA (p<0.05) (143). Los estudios
fitoquimicos de esta planta reportan la preseneiéilantinas e hipofilantinas que pueden
actuar en contra del efecto citotéxico ocasionamtoepCCl, (144). Un estudio mas reciente
(80) con esta misma especie mostro reducir corsitianente el dafio causado a higado de
ratas intoxicadas con TAA; se reporto la reducaénlos niveles de ALT, AST, ALP y
BILT comparando los resultados con el control ym&tina una sustancia aislada de las
hojas deSilybum marinumcuyo efecto hepatoprotector ha sido previamestigdedo. El
aumento de la actividad de las enzimas ALT, ASALP en ratas intoxicadas comparadas
con los controles indica la presencia de necrosidod hepatocitos que resulta en la

deficiencia de transaminasa y constante liberactn ALP causando colestasis
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probablemente atribuida a las alteraciones estalets y de la integridad de los

hepatocitos.

El dafio oxidativo causado por téxicos como el @han la membrana plasmatica
de los hepatocitos, esto provoca que las enzimas ASALT que normalmente se
encuentran en el citosol sean liberadas al tor@ntalatorio. El tratamiento con picroliv,
curcumina y acido elagico logré disminuir el daficasionado por Cglcon valores
cercanos al control. El efecto protector resultalpgreservacion en la integridad celular

debido a la estabilizacion de la membrana plasm§ii45).

El tratamiento con el extracto de algunos hongodicireles ha probado ser efectivo
para atenuar el dafio al higado causado por TAfe eitos se encuentraDrthosiphon
stamineug79) y Panus giganteugBerk) (42) que disminuyeron los marcadores dées
hepatica (AST, ALT, ALP, bilirrubinas, MDA, alburany proteinas totales) después de un

tratamiento crénico con TAA.
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IX. CONCLUSIONES

El uso de plantas medicinales es aceptado en foaléss del mundo gracias al
conocimiento ancestral que se tiene sobre los loérvefa la salud ya sea como medida
preventiva o terapéutica en infinidad de patolagl@im embargo, son necesarios los
estudios fitoquimicos y biologicos pertinentes paabdar su utilizacion reconociendo las
dosis letales que permitan con seguridad implerrlastaen los tratamientos médicos. En
paises de oriente es muy comun el estudio ciemtdie muchas de las especies que
tradicionalmente son utilizadas por la poblaci@soccontrario a nuestro pais. En México,
a pesar la colosal variedad floristica y de la i@ee milenaria de las culturas
precolombinas la utilizacion de plantas medicinhl@®stado relegada de manera popular e
informal en algunos estratos sociales Unicamentaocona alternativa econémica y

accesible que no ha merecido aun el interés sofecigara estudiarse formalmente.

La importancia del estudio realizado radica enizaalina propuesta sobre el uso de
la especigs. shiedeanuncomo alternativa para aminonar la lesién hepdatrgginada por
la exposicidn a sustancias toxicas durante cigrto®dos y dosis que probablemente a un
tiempo concluyan en alguna enfermedad severa. &iéandlrAA una hepatotoxina de
actividad conocida, en esta investigacion fueastida como modelo de dafio hepético para
probar el efecto protector y antioxidante del estray los principios activos dé.
shiedeanumyna especie endémica del estado de Hidalgo, Méaiaue se le ha descrito
tradicionalmente actividad antipirética y antiségtiEn nuestro estudio el extracto a una
dosis ponderada favorecio los niveles de enzimBSMAE incluyendo Cat, SOD, GPx y
GR, asi como el IR GSH/GSSG en homogenados deddmadata. La evaluacion de la
actividad antioxidante del extracto expresada cgmoocentaje de reduccion brindo
resultados muy valiosos. En una segunda part&salye con el extracto y sus compuestos
activos probd reducir significativamente los maorad de dafio AST, ALT y BILT en
suero, notando mayor diferencia en los compuesteseq el extracto. Cabe mencionar que
los efectos mencionados se obtuvieron a dosis rajag lile extracto con respecto a laPL

estimada. De manera tal, se sugiere que estaegosee elevada actividad antioxidante y
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hepatoprotectora probablemente atribuidas al caldese taninos y flavonoides aislados

de la misma.

Por ultimo, se hace alusion para continuar castldio molecular de los principios
activos a fin de intentar dilucidar interaccionesgcanismos de accidon que aun no son
completamente explicables. Se sugiere también pdafar en la parte fitoquimica del
extracto para la identificacion y purificacion @es lotros constituyentes de esta especie. De
esta manera generar propuestas de modelos deigaoish evaluando efectas vitro oin

Vivo.
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