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RESUMEN
El arnica (Heterotheca inuloides) es una planta medicinal ampliamente utilizada en
México, algunos de sus principales componentes con propiedades farmacoldgicas han
sido caracterizados, e incluyen sesquiterpenoides y flavonoides moléculas con efectos
antiinflamatorios y antioxidantes. En este trabajo exploramos la capacidad para atrapar
diferentes radicales libres de los extractos acetonico y metandlico obtenidos de
Heterotheca inuloides y la comparamos con diferentes compuestos de referencia ya
conocidos: el acido ascorbico, el piruvato, la penicilamina, el glutation, la dimetiltiourea, y
el acido nordihidroguaiarético. Ambos extractos presentaron de 2 a 12 veces mayor
capacidad [IC50 (mg / ml] para atrapar a las especies de oxigeno reactivo: ABTS, DPPH,
0, , HOCI, H,0,, OH*, '0,, ONOO™, que los compuestos de referencia. Adicionalmente,
los metabolitos del extracto metandlico presentan un potente efecto antioxidante contra la
mayoria de especies reactivas del oxigeno producidas (con valores de ICsy de alrededor
de 0,018 a 4.31 mg/ml); aunque son menos potentes que el extracto metandlico. Todos
ellos tienen una respuesta dependiente de la concentraciéon. Estos extractos contienen
multiples ingredientes activos que pueden actuar solos o de forma sinérgica respecto a
sus efectos atrapadores de las diferentes especies de oxigeno. Por otra parte, la eficacia
antioxidante in vivo de los flavonoides estad poco documentada, posiblemente debido al
conocimiento limitado que se tiene sobre su absorcién en los seres humanos. Se utilizé
un modelo de hepatotoxicidad con el tetracloruro de carbono (CCl,) en ratas para evaluar
el potencial de proteccién de los extractos acetonico y metandlico de Heterotheca
inuloides. El pretratamiento con los dos extractos de H. inuloides atenué el aumento en la
actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) séricas
observada en la lesién hepatica inducida por CCl,. El efecto protector fue confirmado por

el analisis de muestras de tejido tefidas con hematoxilina-eosina y acido peryodico de
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Schiff. Ademas, los dos extractos resultaron ser atrapadores del radical superoxido, lo
cual fue observado por resonancia paramagnética electronica. Por otra parte, debido al
hecho de que en los experimentos anteriores el extracto metandlico presenté un mejor
efecto de proteccion, éste se utilizd para investigar con mas detalle el mecanismo de
hepatoproteccion. La quercetina, que es uno de los principales componentes del extracto
y es conocida por su actividad antioxidante fue utilizada como control positivo. El
pretratamiento de animales con el extracto metandlico o la quercetina, previno el aumento
de 4-hidroxinonenal y 3-nitrotirosina en el higado, dos marcadores de estrés oxidante.
Por otra parte el tratamiento previo con el extracto metandlico o quercetina de H. inuloides
previene la disminucion en la actividad de varias enzimas antioxidantes (superoxido
dismutasa, catalasa, glutation reductasa, glutation peroxidasa y glutation transferasa )
que acompana a la lesion hepatica inducida por CCl,. Estos resultados sugieren que la
capacidad hepatoprotectora del extracto metandlico de H. inuloides se puede asociar a
sus propiedades antioxidantes, que también explican las propiedades biomédicas
atribuidas a esta planta. Estas observaciones justifican, la investigacion en animales y
estudios en seres humanos de los posibles efectos benéficos de H. inuloides, ademas de
qgue los extractos 0 sus componentes son buenos candidatos para ser utilizados en las

industrias farmacéuticas y de alimentos como fuente accesible de antioxidantes naturales.
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ABSTRACT

Arnica (Heterotheca inuloides) is a widely used medicinal plant in Mexico. Some of its
main components have been characterized with pharmacological properties, among them
sesquiterpenoids and flavonoids, which are anti-inflammatory molecules and antioxidants.
In this investigation, , we explored the ability to trap various free radicals of acetonic and
methanolic extracts obtained from Heterotheca inuloides, and compared with different
reference compounds already known: ascorbic acid, pyruvate, penicillamine, glutathione,
dimethylthiourea, and nordihydroguaiaretic acid. Both extracts showed 2 to 12 times
greater capacity (ICs, (mg / ml) to trap oxygen species reagent ABTS, DPPH, O, * - HOCI,
H,0,, OH*, '0,, ONOO , than reference compounds. Additionally, the metabolites of the
methanolic extract showed an antioxidant effect against most reactive oxygen species
produced (with ICsy values of about 0.018 to 4.31 mg / ml), although less potent than the
methanol extract, they all have concentration-dependent response. These extracts contain
multiple active ingredients that could act synergistically about trapping of the different
species of oxygen. On the other hand, the antioxidant efficacy of flavonoids in vivo is
poorly documented possibly because of the limited knowledge about their absorption in
humans. We use a model of hepatotoxicity with carbon tetrachloride (CCl,) in rats to
evaluate the protective power of acetonic and methanolic extracts of Heterotheca
inuloides. Pretreatment with the two extracts of H. inuloides attenuated the increased
activity of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels
observed in the CCl, induced liver injury. The protective effect was confirmed by analysis
of tissue samples stained with hematoxylin-eosin and Schiff periodic acid. In addition,
both extracts were found to be trap superoxide radical, which was observed by electron

paramagnetic resonance. Moreover, due to the fact that the methanolic extract in the
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previous experiments showed a better effect of protection, we used it to investigate in
more detail the mechanism of hepatoprotection. Quercetin, one of the main components of
the extract and known for is antioxidant activity, was used as a positive control.
Pretreatment of animals with the methanolic extract or quercetin, prevented to increase 4-
hydroxynonenal and 3-nitrotyrosine in the liver, two markers of oxidative stress. Quercetin
prevents the decrease in activity of several antioxidant enzymes, superoxide dismutase,
catalase, glutathione reductase, glutathione peroxidase and glutathione transferase
accompanying the CCl, induced liver injury. These results suggest that the
hepatoprotective capacity of the methanol extract of H. inuloides may be associated with
its antioxidant properties, which also explains the biomedical properties attributed to | this
plant. On the other hand, extracts or components are good candidates tube used in
pharmaceutical and food industries as an accessible source of natural antioxidants. These
observations justify research on animals and human studies about the beneficial effects of

Heterotheca inuloides
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1.INTRODUCCION

En los anales de la historia de la medicina, pocos eventos han tenido el impacto tan
profundo como el ocurrido a consecuencia del conocimiento de los radicales libres (RL),
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de su influencia en los seres vivos. La
produccion de los ROS es un proceso natural, inevitable y constante; un continuo proceso
biolégico, que es consecuencia de la vida en un ambiente aerdbico. Todas las células,
independientemente de su tipo, producen ROS continuamente. La produccion de ROS y
el estrés oxidante se asocian con la lesion tisular y muchos procesos patoldgicos,
incluyendo arterioesclerosis,  diabetes, céncer, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades del higado y el proceso normal de envejecimiento (Halliwell y Gutteridge.
2001; Valko vy cols., 2007; Seifried y cols., 2007). Lo anterior ha provocado varias
investigaciones encaminadas a conocer y regular la produccion de radicales libres y el
estrés oxidante (Bayraktar y cols., 2010; Golbidi y Laher 2010; Moreira y cols., 2010).
Las especies oxidantes provocan dafios acumulativos en moléculas fundamentales para
el funcionamiento del organismo, tales como proteinas, lipidos y ADN. No obstante, el
organismo tiene sus propios mecanismos de defensa para hacer frente a la accion de las
especies oxidantes. En determinadas situaciones, las defensas antioxidantes pueden
verse superadas por la excesiva generacion de ROS. Este desequilibrio entre especies
oxidantes y antioxidantes se conoce como estrés oxidante, el cual esta asociado a
numerosas enfermedades como se menciond anteriormente. Los sistemas antioxidantes
enddégenos como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation
peroxidasa (GPx) y antioxidantes con grupo tiol, son las primeras defensas contra los
radicales libres, y los no enzimaticos como glutation (GSH), vitamina E (tocoferol),
vitamina C (&cido ascérbico), bilirrubinas y acido urico (Halliwell B y Gutteridge JM 2001 ;
Valko y cols 2007; Matés y Sanchez-Jiménez 1999), pueden ser reforzados mediante la

incorporacién en la dieta de compuestos antioxidantes que actian como coadyuvantes
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frente al efecto deletéreo de la exposicion a ROS. Existen abundantes estudios cientificos
que demuestran que compuestos polifendlicos como los flavonoides, carotenoides,
moléculas como vitamina C y E, pueden actuar capturando ROS (Valko y cols 2007;
Albano E 2006; Fang y cols 2002; Cotelle 2001). Si bien la mayoria de los reportes se
basan en la determinacion de su capacidad antioxidante en ensayos in vitro y de caracter
fisico-quimico, se ha extrapolado su potencial beneficio en la proteccion in vivo. No
obstante, no hay suficiente evidencia experimental que aporte antecedentes respecto de
la capacidad de proteccién de estos compuestos ante el estrés oxidante en modelos
fisiologicos o funcionales.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este estudio es determinar el efecto antioxidante

y protector de Heteroteca inuloides (arnica) tanto in vitro como in vivo.
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2. Antecedentes

2.1 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura atémica
presentan un electrén desapareado o bien un niumero impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad (Halliwell y Gutteridge
2001). Los ROS tienen vida media corta debido a su gran reactividad por sus electrones
desapareados, los cuales interactian con moléculas o elementos que generalmente
poseen electrones apareados, produciéndose una oxidaciébn de las moléculas
estructurales de las células causando dano irreversible (Pietta, 2000). Algunos jemplos
de radicales son: Superéxido (O"), Hidroxilo, (OH®), Peroxilo (RO, ), Hidroperoxilo (HO,"),
Oxigeno singulete ('0,) y no radicales como: perdxido de hidrégeno (H»O.), el acido
hipocloroso (HOCI), ozono (O;). Ademas de los radicales de oxigeno, también hay
especies reactivas de nitrégeno como el 6xido nitrico (NOse) y didxido de nitrogeno (NO,),
asi como moléculas con carbono como triclorometil (CClze), que es un producto del
metabolismo del tetracloruro de carbono (CCl,) (Valko y cols 2007; Recknagel vy cols

1989). (Tabla1).
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Tabla 1 Especies reactivas de oxigeno

Radicales No-Radicales

Superéxido (05 Oxigeno singulete Forma 'A ('0,)
Hidroxilo (OH") Peréxido de Hidrogeno (H20,)
Peroxilo (RO, ") Ozono (Os)
Alcolxilo (RO") Anion Peroxinitrito (ONOO))
Hidroperoxilo (HO,") Acido Hipocloroso (HOCI)
Oxigeno singulete Forma Acido Bromoso (HOB)
'y (02

Las reacciones univalentes (reaccion 1) que llevan a la formacién de las ROS se deben a
la reduccion sucesiva del oxigeno a anién superoxido al incorporar un electrdn, a peroxido
de hidrégeno al aceptar 2 electrones y a radical hidroxilo al aceptar 3 electrones
(Hansberg 2002). (Reaccién 1)

Reaccion 1

0,—~ >0, — SH,0,—~ 0H —< SH,0

2.1.1 OXIGENO SINGULETE ('0y).

Cuando uno de los electrones desapareados del oxigeno absorbe energia e invierte su
rotacién (giro), se forma el 'O, Existen dos formas del oxigeno singulete: La sigma ('Y)
que es un radical libre, debido a que conserva los dos electrones desapareados en los
orbitales moleculares externos 2m* (cada electrén en un orbital), es muy reactivo y tiene
una energia de excitacién de 157 kJ por encima del oxigeno, y el estado delta ('A) el cual
posee dos electrones en un solo orbital 21* por lo que no es un radical libre ya que no
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posee ningun electron desapareado, y posee una energia de 93.6 kJ por encima del
oxigeno (Céardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri 2006). De la misma forma, la
formacion de 'O, es llevada a cabo por fagocitos activados (reaccion 2), los cuales son
células que forma parte del sistema inmunolégico de los seres vivos (por ejemplo los
monocitos y macrofagos) y que son estimuladas cuando ya existe o hay posibilidad de
dafio a las células (Redmond y Gamlin 1999).

Reaccion 2
205 +2H" — H,0,+' 0,

Dentro de sus blancos biolégicos se encuentran: ADN, ARN, proteinas, lipidos vy
esteroles, sin embargo, debido a la abundancia de proteinas dentro de los sistemas
biol6gicos y a la velocidad de reaccidon con el oxigeno singulete, éstas son probablemente
su mayor objetivo intracelular. Se cree que los dafos causados a las proteinas tiene un
papel clave en el desarrollo de cataratas y algunos tipos de cancer de piel (Davies y

Truscott 2001; Trautinger 2001)

2.1.2 ANION SUPEROXIDO (0,").

La producion del superéxido se lleva acabo dentro de la mitocondria de la célula
mediante la reduccién del oxigeno en la cadena respiratoria, mediada por (NADPH)
oxidasa y xantina oxidasa (reaccién 3). Es considerado como una fuente primaria de
ROS y puede interactuar con otras moléculas para generar ROS secundarios a través de
procesos catalizados por enzimas o metales (Aruoma 1994; Valko y cols 2007). El O,"
también se produce en células que forman parte del sistema inmune como los monocitos
o macroéfagos, cuando estas células se activan, el complejo enzimatico de la NADPH
oxidasa localizado en la membrana citoplasmatica, reduce parcialmente al O, generando

O." en grandes cantidades (reaccion 4) (Diplock 1994).
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Reaccion 3

Xantina + Oz + HoO ——— Acido drico + O2* + H*

Reaccioén 4

20, + NADPH + H " — "0, 7" 4 NADP" +2H "

2.1.3 RADICAL HIDROXILO (OH").

El radical hidroxilo OH" e altamente reactivo, con una vida media de 10° s (Valko y cols.,
2007). Esta especie se puede formar por la radiacion de alta energia como los rayos X,
por division homolitica de la molécula de agua o cuando el H,O, acepta un electrén
desapareado por ejemplo, de un metal de transicién como el Fe** o el Cu* se forma el
OH’ y el ién hidroxilo (OH") (reacciéon de Fenton, reaccién 5) (Diplock y cols., 1998).
Reaccion 5

Fe’™ + H, O, —» Fe™ + OH™ + OH "~
La participacion del O,"y de H,O, en la reaccién Haber-Weiss, catalizada por un metal de
transicion, también es una fuente de produccién de OH® (reacciéon 6) (Cheng vy cols.,
2002).

Reaccion 6

O +H,0, —F"'F" .0, +OH" +OH"

El OH® también se puede generar por medio de la reaccién HOCI y O, (reaccién 7)
(Halliwell y Gutteridge 2001).

Reacciéon 7

HOCI+ 0O, — OH® +Ci™ +' O,
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2.1.4 PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0.,).

La mayor parte de esta especie proviene de la reduccion del O, catalizado por la enzima
superoxido dismutasa (SOD), (reaccién 8)

Reaccion 8.

20, +2H"—2 50, + H,0,

Aunque el H>O,no es un radical libre y es poco reactivo, puede difundirse a través de los
compartimientos celulares y reaccionar con el O,” en presencia de metales de transicion,
para generar OH". Por esta razén se le considera un oxidante importante en las células de
los organismos aerobios. Un grupo de flavoenzimas localizadas en el reticulo
endoplasmatico del higado y el rifién son importantes en el metabolismo de los
aminoacidos y producen H,O,. (Cardenas-Rodriguez y Pedraza Chaverri 2006).

El H,O, forma aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas.
Diversas enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o la fructosa-1,6-
difosfato fosfatasa del cloroplasto se inactivan con el H,O,. A bajas concentraciones el
H.O, es poco reactivo, sin embargo, a concentraciones elevadas es capaz de oxidar los

grupos “SH de las proteinas y causar ruptura de las hebras del ADN (Hansberg, 2002).

2.1.5 ANION PEROXINITRITO (ONOO-).
El peroxinitrito es un anion de formula ONOO'". Es una especie reactiva de nitrogeno que

se forma a partir del radical NO® cuando se produce simultdneamente el O,™ (reaccion 9).
Reaccion 9
NO® +0; — ONOO~

También se forma por la reaccién del peréxido con nitrito (reaccion 10)
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Reaccion 10

H202 +N02 —0ONOO™ + H20

El ONOO' es capaz de modificar un gran niumero de moléculas como ADN, proteinas,
aminoacidos y enzimas. El aminoacido tirosina es particularmente propenso al ataque
del ONOQO;, el producto de esta reaccion es la formacion de 3-nitrotirosina (3-NT) (Pacher
y cols., 2007; Liaudet 2009; Rubbo vy cols., 2009) la cual es utilizada como un marcador
de la oxidaciéon de proteinas (Halliwell 1997; Bartesaghi y cols., 2010). Se sabe que el
ONOO esta involucrado en varios estados patologicos (Rubbo y cols., 2009; Cardenas-
Rodriguez y Pedraza Chavarri 2006). Durante su descomposicion a pH fisiolégico, el
ONOO- puede producir algunos radicales libres que son oxidantes fuertes (reaccion 11).
Estos productos de descomposicion se forman por dos mecanismos: el primero implica la
protonacién del ONOO- para formar el &cido peroxinitroso (ONOOH), el cual experimenta
una descomposicién homolitica y genera dos radicales, OH® y diéxido de nitrégeno (NO"),
que son altamente reactivos. El segundo mecanismo es la reaccion entre el ONOO- vy el

diéxido de carbono (CO,) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO:" ), el cual se
descompone para dar NO;" y radical carbonato (CO;™). (reaccién 11), (Xiong y cols.,

2007).

Reaccién 11. Formacion de ONOO- y sus productos de descomposicién

NO H* ONOOH — NO2* + OH*

>ONOO

O COqz ONOOCO; =—— NO2* + CO3*™

VX
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2.1.6 ACIDO HIPOCLOROSO (HOCI).
El acido hipocloroso (HOCI) es un ROS con un fuerte poder oxidante, producido en
neutréfilos y monocitos via reaccién de H,O, con iones cloro CI' y catalizados por la

enzima mieloperoxidasa (MPO) (reaccion 12).

Reaccion 12
MPO
Cl + H,O, — HOCI + H.O
H+

La produccién del hipoclorito es parte de los mecanismos de defensa contra los
microorganismos. También se ha demostrado que el HOCI puede tener como blanco a
proteinas y lipoproteinas. La oxidacion de las proteinas por el cido hipocloroso ha sido
implicado en diferentes enfermedades, incluyendo arterioerosclerosis, enfermedad
inflamatoria del intestino, artritis reumatoide y varios canceres (Van der Veen vy cols.,

2009; Firuzi y cols., 2004).

2.2 ESTRES OXIDANTE.

Se ha estimado que alrededor de 10, 000 a 20, 000 radicales libres y otras especies
tienen contacto o se producen en el organismo humano cada dia (Valko y cols., 2004;
Dreher y Junod 1996). Diferentes factores pueden conducir al estrés oxidante por
ejemplo: exposicidbn a contaminantes ambientales, radiaciones ionizantes, metales,
pesticidas, ciertos farmacos, diabetes, arteriosclerosis, cancer, deso6rdenes
neurodegenerativos, procesos de envejecimiento, etc. (Pacher y cols., 2007; Albano
2006; Valko y cols., 2004; Halliwell and Gutteridge 2001). Un incremento en la produccion
de ROS o una baja en las concentraciones de las defensas antioxidantes puede
provocar, como se menciond anteriormente, estrés oxidante, cuyo desbalance, bajo
condiciones fisioldégicas normale, las células son capaces de equilibrar. Este proceso se

puede llevar a cabo gracias al sistema enzimatico antioxidante (Matés 2000; Halliwell y
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Gutteridge 2001). Las defensas antioxidantes son muy importantes ya que remueven los
RL, promoviendo una proteccidbn a los sistemas biolégicos. Los antioxidantes son
sustancias que se encuentran en pequefias concentraciones en comparaciéon con un
sustrato oxidable, previenen o retardan la oxidacion de dicho sustrato y protegen a los
sistemas biologicos (Halliwell y Gutteridge 2001).

El sistema antioxidante puede ser clasificado en dos partes: agentes antioxidantes de alto

peso molecular y agentes antioxidantes de bajo peso molecular.

2.2.1 Agentes antioxidantes de alto peso molecular

2.2.2 Superoxido dismutasa (SOD): Cu-Zn SOD y Mn SOD.

Son proteinas que contienen metales, y se encuentran presentes en todas las células
eucariotas. La isoforma Cu -Zn SOD es una enzima que se encuentra en el citoplasma,
nucleo y plasma, es un homodimero de 32.5 KDa, contiene Cu (II) y Zn (ll) en el sitio
activo formando un puente con el imidazol o histidina. La otra isoforma, se encuentra en la
matriz mitocondrial (Mn-SOD), y es un homotetramero de 95 KDa que contiene Mn(ll) en
su sitio activo, las concentraciones intracelulares de SOD se encuentran en un intervalo
de 10°y 10°mM (Marklund y cols., 1982; Matsuda vy cols., 1990; Elshafey y cols., 1994;
Valko y cols., 2007). La SOD cataliza la conversion del superdxido a perdxido (reaccién
13) tiene una alta actividad en higado, rinidbn y masculo y presenta baja actividad en el

cerebro al ser comparada con el higado (Leeuwenburgh y Ji 1995).

Reaccion 13

SOD
202._4‘ 2H* _>02 + H202
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2.2.3 Catalasa (CAT).

La CAT es una enzima que contiene grupo hemo (Chaudiere y Ferrari-lliou 1999). Esta
enzima es un tetramero de aproximadamente 240 KDa (Cheng y cols., 1981). Es una de
las enzimas mas eficientes y se conoce que no puede ser saturada por el perdxido a
concentraciones elevadas (Lledias y cols., 1998), protegiendo a las células del dafo
oxidante; se encuentra principalmente en las mitocondrias y los peroxisomas y cataliza la
reduccion del peréxido de hidrégeno a agua (reaccion 14)

Reacciéon 14

CAT
2H202 — 2H20+ 02

2.2.4 Glutation peroxidasa (GPx).

Es un tetramero de aproximadamente 80 KDa, cataliza la reduccién de una variedad de
peroxidos e hidroperéxidos (ROOH y H,0O,) utilizando glutatién (GSH), se encuentra
presente como varias isoformas. La GPx citosélica y mitocondrial (cGPx, GPx-1) estan
presente en el citosol y mitocondrias de casi todos los tejidos con diferente distribucién;
cataliza la reduccion de peréxidos, hidroperéxidos fosfolipidicos, la GPx1 se localiza en
los eritrocitos, higado y rindn. La GPx plasmatica (pGPx, GPx-3) esta presente en los
fluidos extracelulares de varios tejidos, aunque es en rindn donde existe en una alta
concentracion. La GPx de fosfolipidos (PHGPx, GPx-4) est4a en la membrana y citosol de
varios tejidos, funciona como antioxidante en membrana celular y es abundante en
testiculos y en células epiteliales renales (Imai y Nakagawa 2003) La GPx gastrointestinal
(GI-GPx, GPx-2) esta presente en el citosol de células de rifidn y tracto intestinal en
humanos, funciona como antioxidante en tracto gastrointestinal (Brigelius-Flohe 1999;

Matés 2000; Chu y cols., 2004; Hirotaka y Yasuhito 2003; Comhair y Erzurum 2005). Es
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la mayor fuente de proteccion contra el estrés en concentraciones bajas, aunque quiza la
CAT tenga una proteccion mas significativa en un estrés oxidante severo (Yan y Harding
1997).
Esta enzima cataliza la reduccién de peréxidos empleando dos moléculas de glutatién
reducido (GSH). Los productos de la reaccion son el glutatién oxidado (GSSG) y el agua
(reaccién 15).

Reaccion 15

GPx

H.O, + 2GSH —— GSSG + H,0

2.2.5 Glutation reductasa (GR).

La glutation reductasa es una flavoenzima dependiente del nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado por la glutation peroxidasa (GPx)
para la reduccién del peroxido de hidrogeno (H>O,) y de lipoperoxidos (L-OOH), que son
elementos téxicos. La GR es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades
idénticas entre si unidas por un puente disulfuro, con un peso molecular de 51 569
Daltons. Es una enzima que se encuentra en citoplasma y tiene a la coenzima FAD+ en
su sitio activo. Esta enzima cataliza la reduccion de GSSG empleando la coenzima

NADPH (reaccion 16):

Reacciéon 16

GR
GSSG + NADPH + H —— NADP" + 2GSH

Las evidencias indican que el NADPH reduce a FAD, el cual transfiere dos electrones a la

unién disulfuro (-S-S-) entre dos residuos de cisteina del sitio activo. Dando origen a dos
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moléculas de GSH. La GR mantiene los niveles adecuados de GSH en la célula (Harris
1992) para ser utilizado por la GPx en la eliminacién del H,O,. Por lo tanto, la alteracién
de la actividad de la GR provocara disminucion en las concentraciones de GSH dando

lugar a un aumento en los niveles de ROS.

2.2.6 Glutation S-transferasa (GST).

Hasta el momento se han identificado dos isoformas, la GST citosélica y la GST
microsomal. Las GST citosdlicas estan divididas en cuatro familias principales: o, u, my 6,
y en cuatro familias minoritarias: {, 6, xy ®. Las GST citosélicas estan constituidas por
dos subunidades proteinicas idénticas, mientras que las GST microsomales son trimeros
(Sharma vy cols., 2004). Su funcién primaria es catalizar la conjugacién de GSH con una

gran cantidad de compuestos organicos (RX). La reaccién general de esta enzima es:

Reaccién 17

GST

RX+ GSH —— RSG + HX

Se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperoxidos de lipidos por medio de
una actividad de glutation peroxidasa independiente de selenio y estas enzimas también

pueden desintoxicar al 4-hidroxinonenal, un producto de la peroxidacién de lipidos.

2.3 Agentes antioxidantes de bajo peso molecular.

Los agentes antioxidantes de bajo peso molecular generalmente se clasifican como
hidrosolubles (principalmente vitamina C, GSH y &cido Urico) y como liposolubles
(principalmente vitaminas E y A y bilirrubina). Es importante senalar que tanto la vitamina
C como la vitamina E se obtienen de la dieta. De la misma manera, se conocen otros

antioxidantes que son obtenidos también de algunos alimentos, principalmente frutas y
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verduras y que contribuyen a prevenir el estrés oxidante, por ejemplo, compuestos
carotenoides como el licopeno, la luteina y el beta-caroteno, y compuestos fendlicos como
los flavonoles, flavonas, flavononas, antocianidinas y fenilpropanoides (Mustacich vy cols.,

2007; Valko y cols., 2007; Duarte y Lunec 2005; Padayatty y cols., 2003).

2.3.1 Glutation (GSH).

Es un tripéptido formado por el glutamato, cisteina y glicina, es el mayor tiol antioxidante
intracelular y se encuentra en concentraciones de 1-11 mM en el citosol, 3-5 mM en el
nucleo, y 5-11 mM en la mitocondria; es soluble en esos compartimentos. En los
hepatocitos se encuentra en concentraciones de de 7 a 10 mM (Hammond vy cols., 2007)
y en el nicleo mantiene el estado redox importante para la expresion y reparacién del
ADN.

Los papeles protectores del glutation son: (1) es cofactor de varias enzimas
desintoxicantes p.e: GPx, GST, entre otras; (2). participa transportando aminoacidos a
través de la membrana plasmatica; (3). es atrapador del HO® y del 'O,, desintoxicante de
H.O, y peroxidos lipidicos y (4) ayuda a regenerar antioxidantes como las vitamina C y

E (Pastore y cols., 2003).

2.3.2 Vitamina C (acido L-ascérbico).

La vitamina C es un antioxidante soluble en agua importante, se encuentra en grandes
concentraciones en el plasma (60—100 mM), es atrapador de radicales libres como el O,"
y HO’, previniendo el dafio oxidante en las células (Duarte y Lunec 2005). La vitamina C
actia como donador de electrones y por lo tanto es un agente reductor. En la figura 1 se
ejemplifica su mecanismo de accién: el oxhidrilo del &cido L-ascérbico reduce al radical
anion superéxido al cederle un electron, formando perdxido, al mismo tiempo que

participa en la reduccidén del o-tocoferilo a vitamina E (Padayatty y cols., 2003). Sin
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embargo, a concentraciones altas (0.3-20 mM) la vitamina C tiene una actividad
prooxidante, que depende de metales de transicion como Cu®* o Fe?* a través de los

cuales se forma el HO® (Duarte y Lunec 2005).

Figura 1. Reaccién del acido L-ascorbico con el radical anion superdxido

Acido L-Ascarbico

Vitamina C Radical alfa-tocofenlo
O3-0_Hoy (Vitamina E semi-oxidada)
o, 1 L =
He C-CH,-OH 8
HO
5" radical tiillo alfa-tocoferol
2H +0,— (Vitamina E)
E5H
H,0,
O
OH on
=" C-CH,-OH
.0 H
OH

Semi-Deshidroascérbico

2.3.3 Vitamina E (a-Tocoferol).

La vitamina E es el término de un grupo de a-tocoferoles con una alta actividad biolégica.
Esta se puede incorporar como constituyente y estabilizador de la estructura de la
membrana celular. La vitamina E es efectiva como agente antioxidante convirtiendo O,"
HO"y los radicales lipo-peroxilo en moléculas menos reactivas de acuerdo con la reaccion
qgue se presenta en la Figura 2 (Mustacich y cols., 2007).

El oxidrilo del a-tocoferol dona un electrén al radical HO®, estabilizando el radical al formar

el anion hidroxilo. La molécula de a-tocoferol al ceder un electron se constituye en un
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radical a-tocoferoxilo, el cual es estabilizado al aceptar un electrén proveniente del
ascorbato, restituyendo la estructura de a-tocoferol.

Figura 2. Reaccion de a-tocoferol con el radical HO®
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CH;
CHy
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m :
o
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T By
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2.3.4 Selenio (Se).

El Selenio es considerado un elemento traza constituyente de las proteinas, en especial
de las llamadas selenoproteinas de las cuales forma parte: la glutation peroxidasa, la
tiorredoxina reductasa, la yodotironina deiosinasa, la metionina sulféxido reductasa B, la
selenoproteina P y W, las cuales son consideradas como antioxidantes de perdxidos, en
especial, de los que actuan sobre los lipidos, atrapando a diferentes ROS en especial al

O." (Burk y cols., 2003; Lu_y Holmgren 2009).

Ademas de los antioxidantes no enzimaticos que protegen al organismo del dafio causado
por los radicales libres encontrados en el plasma, se encuentra la albumina. Esta proteina
es el mayor antioxidante en circulacién, ya que puede inhibir las oxidaciones lipidicas y la

acciéon de diferentes radicales por su accion de atrapadora (Medina-Navarro y cols.,
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2010). El &cido urico es el producto final del metabolismo de las purinas y también es un
buen atrapador de radicales libres que reacciona con el OH*y el HOCI, principalmente, el
'0,y radical peroxilo, pero no del NO* (Glantzounis y cols., 2005; Halliwell 1996).

La bilirrubina es el producto final de la degradacion del grupo hemo, siendo sus
precursores la hemoxigenasa y la biliverdina. (Tomaro y Batlle 2002). Por otro lado, la
bilirrubina es un antioxidante mas eficiente que la albumina por su alta actividad
reductora, la bilirrubina unida a la albumina protege a esta ultima contra el dafo por
radicales libres. Reacciona como atrapador de radicales peroxilo y de 'O, (Stocker y

cols., 1987), asi como de las especies libres de nitrdgeno (Barone y cols., 2009.)

2.4 POLIFENOLES.

Los polifenoles son fitoquimicos de bajo peso molecular, esenciales para el ser humano.
Estos constituyen uno de los metabolitos secundarios de las plantas mas numerosos y
distribuidos por todo el organismo, con mas de 800 estructuras diferentes conocidas en la
actualidad. Estas moléculas representan a una gran variedad de compuestos divididos en
varias clases (acidos hidroxibenzoicos, antocianinas, flavonoides, flavonas, isoflavonas,
ligninas etc), y se pueden encontrar en frutas, vegetales, vino, té, chocolates y otros
productos de cocoa, por lo que son parte integral de la dieta de los seres humanos, su
concentracion en plasma o tejidos es mas baja que la del &cido ascérbico o del tocoferol.
Los polifenoles poseen una estructura quimica ideal para donar electrones o hidrégenos,
por lo que son buenos reductores. Los flavonoides en especial tienen una poderosa
accién antioxidante in vitro, siendo capaces de atrapar una amplia variedad de especies
reactivas actuando como agentes reductores. Ademas pueden quelar iones de metales

de transicion (Pietta 2000; Cotelle 2001; Rice-Evans 2001; Wang y Ho 2009).
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2.5 HETEROTHECA INULOIDES.

Las plantas son una fuente rica en fitoquimicos bioactivos, se sabe que aproximadamente
5000 fitoquimicos han sido caracterizados en frutas, vegetales y granos, pero hay otro
gran numero que no ha sido identificado y que es necesario conocer por sus posibles
aplicaciones en beneficio de la salud. Los fitoquimicos se han clasificado en carotenoides,
fenoles, alcaloides, compuestos que contienen nitrégeno y grupos tiol (-SH); hay
evidencias que sugieren que éstos estan involucrados o son una fuente importante en la
prevencion de enfermedades cronicas (Liu 2003; 2004).

Las funciones que se le atribuyen a los fitoquimicos naturales son: agentes antioxidantes,
potenciadores del sistema inmune, antinflamatorios, antimutagenos, anticancerigenos y
antibacterianos. Existen evidencias que sugieren que pueden ser de gran ayuda en
enfermedades inducidas por el estrés oxidante ocasionado por los RL (Liu R 2003; 2004;
Matkowski y Piotrowska 2006).

Por otro lado, es muy importante que los usuarios que consumen o utilizan las plantas en
la terapia de diferentes padecimientos, tengan conocimiento de su potencial asi como
sus posibles efectos adversos.

En México se sabe que existen cerca de 30,000 especies de plantas de las cuales en
1997 el Instituto Nacional Indigenista documenté 3,000 con usos en la medicina
tradicional por personas que habitan en comunidades rurales y urbanas, lo cual es
considerado como evidencia de su eficacia (Almaguer 2001; Martinez 1989).

Una planta muy utilizada en nuestro pais es la Heterotheca inuloides conocida como:
arnica, acahua, acahualli, arnica de campo, arnica de monte, arnica del pais, arnika

(purépecha), cuateteco, falsa arnica y tlalyetl (nahuatl) (Martinez 1984). Fig 3
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Figura 3. Heterotheca inuloides

Heterotheca inuloides pertenece a la familia de las compuestas, tiene hojas alargadas y
anchas, sus flores estan agrupadas y colocadas en forma circular. Se encuentra
generalmente en climas calido, semicalido, semiseco y templado de habito perenne o
anual. Llega a medir hasta 1 m de alto, y se encuentra en bosques de pino y encino. Por
su amplio uso medicinal, frecuentemente es cultivada en los huertos familiares y su
cosecha se realiza en la época de floracién.

Se encuentra distribuida en Chihuahua, Durango, Guerrero (Coyuca de Catalan), Jalisco:
Guadalajara; Michoacan (Zitacuaro, Tacuaro, Coalcoman de Vazquez); Hidalgo
(Gangueo); Morelia (Ocampo); Oaxaca, Puebla y Estado de México.

En la medicina tradicional Heterotheca inuloides adquirié gran popularidad porque en ella
se encontraron propiedades medicinales muy Utiles, ademas de que es de facil
adquisicién y bajo costo. Se utiliza la planta completa y se consume como agua de
tiempo para aliviar los dolores de pulmén, de corazén, muscular, reumatico, estomacal,
renal y Ulceras; también se utiliza en forma de compresas, macerado o en forma de
pomada mezclada con manteca o cataplasmas, para curar llagas, moretones, granos,

rozadura, desinflamar golpes, heridas o para el dolor de muelas.
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La parte aérea (flores, pétalos, estambres) en cocimiento se usa para lavar heridas, se
aplica en contusiones y ronchas. Para la inflamacién de matriz y ovarios se aplican
compresas. El follaje es utilizado como analgésico para dolores de pecho, ardores de
estdbmago, gastritis, asi como golpes internos y externos. Las hojas en cocimiento
desinfectan y desinflaman heridas y como agua de uso para inducir el apetito. Asimismo,
se encuentra reportado que se usa para: irritacién de la vegija, rifén, cancer, nervios y
lavar ojos, pero no se tiene definida la parte de la planta que se usa. En veterinaria se
usa para remediar problemas del sistema circulatorio, digestivo, inflamaciones, heridas y
problemas cutdneos de los animales. En el mercado se encuentran en diferentes
presentaciones por ejemplo: en forma de tabletas, en presentacion homeopatica, tinturas,
té, pomadas, las cuales son utilizadas para infecciones de la piel, fiebres, golpes y llagas
(Rzedowski, de J. Rzedowski y cols., 2001; Villasefior Rios y Espinosa Garcia 1998).

En los ultimos afos se han reportado en diferentes trabajos los resultados de las
investigaciones sobre la caracterizacion de varios componentes de la flor y sus efectos

bioldgicos.

2.5.1 Propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, analgésicas y antioxidantes.

A partir de la planta se han podido caracterizar compuestos puros como: Luteolina,
Kaemferol, Kaemferol- 3,7-dimetileter, Kaemferol-3,7,4 -trimetileter, 6-metoxikaemferol-
3,7-dimetileter, quercetina, quercetina-3,3"-dimetileter,quercetina-3,4 "-dimetileter,
quercetina-3,7-dimetileter, 3",4’-tetrametileter, quercetina-3,7,3 -trimetileter, quercetina-
3,7,4 -trimetileter, quercetina-3-7. Las estructuras de estos compuestos fueron
establecidas con metodologias de UV, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y
espectro de masas (Jerga y cols., 1990). Recientemente se reportaron varios
constituyentes como poliacetilenos, cadinanos, triterpenos, esteroles, sesquiterpenos y

flavonoides con diferentes propiedades bioldgicas (Tabla 2).
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Tabla 2. Propiedades farmacolégicas de los diferentes metabolitos obtenidos de los
extractos aceténico y metandlico de Heterotheca inuloides.

Nombre del Composicidon quimica Propiedades Referencias
Extracto (% en el extracto ) farmacologicas
Cadalen-15- acido oico,
3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadaleno-4-
uno-dicadaleno,
7-hidroxicadaleno , Antiinflammatorio Haraguchi Hy
Heterotheca 7-hidroxi-4 a H-3,4-dihidro-cadaleno, cols., 1997.
inuloides 1a, hidroxi-1(4H)-isocadaleno-4-uno, Efecto inhibitorio de
1a-hidroxi-4ah-1,2,3,4- COX-1y COX-2 Seguraly
Extracto tetrahidrocadalen-15 acido oico, cols., 2000.
Acetonico 7-(3,3-dimethilalliloxi)coumarina, Antioxidante
Cariolan-1,93-diol, Delgado G y
Quercetina, Inhibicion de la cols., 2001.
Stigmasterol. peroxidacion lipiica
B-sitosterol.
Quercetina (0.19),
Heterotheca Quercetina 3-O-glucosido, Inhibicién de la
inuloides kaempferol, actividad de Tirosinasa HaraguchiHy
kaempferol-3-O-glucosido, cols., 1997.
Extracto kaempferol-osoforosido, Antioxidante
Metanolico D-chiro-inositol, Kubo |y cols.,

Epinasterol,
Spinasteril-3-O-B-D-glucopirandsido

Inhibicién de la
peroxidacion lipidica

1994.

7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno Delgado y

(0.004), Antiinflammatorio cols., 2009

7-hidroxicadaleno (0.002). (comunicacion
personal)

En 1994 se aislaron cuatro sesquiterpenoides que presentaban actividad antimicrobiana

contra bacterias gram positivas y dos de estos sesquiterpenoides también mostraron

actividad fungica. Estos resultados apoyan el uso de esta planta en infecciones de la piel,

asi como las investigaciones de su probable uso para infecciones intrahospitalarias, pues

el uso de antibidticos para combatirlas puede inducir resistencia a largo plazo (Kubo y

cols., 1994).

El sesquiterpenoide 7-hidroxi-3-4-dihidrocadaleno, aislado de H. inuloides, fue utilizado

contra la peroxidacion lipidica en un modelo in vitro utilizando microsomas de higado de
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rata y eritrocitos humanos en condiciones de estrés oxidante (Haraguchi y cols., 1996).
Los sesquiterpenoides  B-cariofileno, B-cariofileno 4, 5a—oxido,7-hidroxi-3-4-
dihidrocadaleno y 7-hidroxi-hidrocadaleno también mostraron actividad citotoxica contra
varias lineas de tumores sélidos (Kubo y cols.,1996). Asimismo el 7-hidroxi-3-4-
dihidrocadaleno y 7-hidroxi-hidrocadaleno, ademas de los flavonoides quercetina y
kaemferol, fueron evaluados como antioxidantes. Estos compuestos presentan una
potente actividad atrapadora contra el radical difenil-p-picrilhidrazil (DPPH) y el anién
superoxido en un modelo in vitro utilizando microsomas de higado de rata, siendo mejores
atrapadores los flavonoides (Haraguchi y cols., 1997). El efecto analgésico y
antinflamatorio en modelos in vitro e in vivo también ha sido evaluado con diferentes
compuestos bioactivos del arnica. El 7-hidroxi-3-4-dihidrocadaleno inhibié la expresién
in vitro de COX1 y COX2 catalizada por la biosintesis de prostanglandinas, asi como el
edema inducido con aceite de croton en un modelo animal (Gené y cols., 1998; Segura y
cols., 2000); otro reporte sefiala que el cariolan-1-9 B-diol, dicadenol y la quercetina
también poseen efecto antiinflamatorio (Delgado y cols., 2001). con efectos

secundarios minimos.

2.5.2 Estrés oxidante y hepatotoxicidad como modelo de estudio.

El cuerpo humano identifica a casi todas los xenobiéticos y los sujeta a un numero diverso
de procesos quimicos y metabdlicos para hacerlos de facil eliminacion. Ello implica
transformaciones quimicas para reducir su liposolubilidad y cambiar su actividad bioldgica.
A pesar de que casi todos los tejidos del organismo tienen cierta capacidad de

metabolizar estos productos quimicos, el reticulo endopldsmico del higado es, por

excelencia, el principal lugar de depuracion de sustancias quimicas endégenas (como el

colesterol, esteroides, acidos grasos y proteinas) asi como exdégenas incluyendo los

farmacos. El papel central del higado en la depuracion y transformacion de sustancias
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quimicas hace que sea un 6rgano muy susceptible a intoxicaciones. La hepatotoxicidad,
es una enfermedad inducida por multiples factores como: factores ambientales consumo
de agentes quimicos sintéticos (medicamentos), drogas, remedios herbolarios, solventes
industriales etc. (Kaplowitz 2005). En México existen alrededor de 100,000 a 200,000
pacientes cirréticos, los factores de riesgo que mas se reportan son: consumo excesivo de
alcohol, enfermedad hepética grasa no alcohdlica, infeccién cronica por hepatitis B,
consumo de medicamentos, lo cual afecta en gran medida a la poblaciéon en edad
productiva por lo que es considerado un problema de salud publica (IMSS 2009).

Los marcadores bioquimicos como son los niveles de alanin amino transferasa, aspartato
amino transferasa, bilirrubinas y fosfatasa alcalina se usan con frecuencia para detectar el
dano hepatico (Ozer y cols., 2008).

Un modelo bien conocido de hepatotoxicidad es el inducido por el tetracloruro de
carbono (CCl,), el cual ha sido aceptado ampliamente para inducir dafo hepatico en
modelos animales y elucidar los posibles mecanismos de dafo producidos por la
formacioén de radicales libres (Tamayo 1983, Muriel y Mourelle 1990).

El CCl, es un hepatotdxico liposoluble, el dafo hepatico causado puede producir desde
una esteatosis hasta una necrosis. Induce la formaciéon de ROS, disminuye la actividad
del GSH y de las enzimas antioxidantes induciendo estrés oxidante y la lipoperoxidacién
lipidica. ElI CCl, requiere ser bioactivado por el sistema enzimatico de Fase | P450 en el
higado, el cual forma el radical triclorometil (CCls¢) y al triclorometil peroxido (CCl;0Qs),
estos radicales libres se pueden unir a los acidos grasos poliinsaturados para producir
peroxidos lipidicos que causan dafo en la membrana celular, cambios en las enzimas
hepaticas y finalmente necrosis. (Shimizu y cols., 2001; Weber y col., 2003).

Una estrategia general propuesta para la prevencibn y el tratamiento de la
hepatotoxicidad, incluye la reduccién de los ROS por el uso de antioxidantes naturales

ya que éstos pueden incrementar los niveles de las defensas enddgenas, asi como de las
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enzimas antioxidantes SOD, CAT y GST (Wu y cols., 1999; Sheweita y cols., 2001; Wang

y cols., 2007; Preethi y Kuttan 2009).
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3. JUSTIFICACION

Los RL ocasionan un desbalance entre los niveles de antioxidantes y los niveles de
prooxidantes en los sistemas bioldgicos, dando como resultado estrés oxidante. Dicho
estrés participa en la generacién de diferentes enfermedades como arterioesclerosis,
diabetes, cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades del higado y al
proceso normal de envejecimiento (Pacher y cols., 2007; Albano 2006; Valko vy cols.,
2004; Halliwell y Gutteridge 2001). Lo anterior ha dado lugar al estudio de antioxidantes
especialmente de origen natural, para proteger del dano causado por los RL, lo que ha
sido motivo de diversas estrategias de prevencion de varias enfermedades (Valko y cols.,
2007; Fang y cols., 2002). Por lo que, en ausencia de farmacos hepatoprotectores en la
medicina moderna, un gran numero de fitoquimicos y extractos de plantas utilizadas en la
medicina tradicional, o que son parte de la dieta humana, con propiedades antioxidantes
y hepatoprotectoras, pueden ser una alternativa en el tratamiento de las mismas (Novo
y Parola 2008; Gurtsevitch 2008; Conde de la Rosa y cols., 2008; Farrell y Larter 2006;
Albano 2006; Otani y cols., 2005). En Meéxico la planta conocida como Arnica
(Heterotheca inuloides), tiene bajo costo y accesibilidad en el mercado ademas de que
ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional, es util por sus propiedades
analgésica, antihistaminica, antibacteriana, cicatrizante, antirreumatica y antiinflamatoria
(Jerga y cols., 1990; Kubo vy cols., 1994; 1996, Haraguchi vy cols., 1996, 1997; Gené y
cols., 1998; Segura y cols., 2000; Delgado y cols., 2001). Sin embargo, no se conoce lo
suficiente respecto a su mecanismo de proteccion por lo que seria util conocer y
caracterizar su capacidad antioxidante especifica sobre las especies de oxigeno reactivo
in vivo e in vitro. De igual manera, el estudio de sus propiedades hepatoprotectoras en un

modelo in vivo.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades antioxidantes especificas del arnica (Heterotheca inuloide),
sobre las especies de oxigeno reactivo y el efecto hepatoprotector de los extractos
acetonico, metandlico y algunos metabolitos aislados de esta planta

4.1 Objetivos particulares

1.- Obtener los extractos aceténico y metandlico de Heterotheca inuloides.

2.- Mediante técnicas espectrofotométricas determinar y comparar el valor de I1Cs, de los
extractos aceténico y metandlico estudiando las siguentes especies reactivas: radical
ABTS*, radical DPPH®, radical H,O,, OH®, 'O,, HOCI, ONOO™ y de algunos
metabolitos con los ICs, de antioxidantes de referencia.

3.- Conocer si el extracto de arnica (acetonico o metandlico y algunos metabolitos),
protegen del dafo inducido por las especies reactivas de oxigeno en un modelo animal
inducido con CCl, mediante:

3.1 La actividad antioxidante del arnica midiendo la lipoperoxidacion, en el modelo animal
inducido con CCl,.

3.2 Cuantificando las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GSSG, GSH,
GPx.

3.3 Cuantificando el dafno mediante técnicas histolégicas con Hematoxilina & Eosina,
tincion de Acido peryédico de Schiff (PAS), y marcadores de estrés  oxidante

como 4 -hidroxinonenal y 3-nitrotirosina.
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5. MATERIALES

5.1 Reactivos

El piruvato de sodio, el dimetil tiourea (DMTU), el acido nordihidroguaiarético (NDGA), el
L-Acido ascérbico, la L-histidina, la sal sédica de naranja de xilenol, el N, N-Dimetil-4-
nitrosoanilina (DMNA), el sulfato amoniacal de hierro (Il) hexahidratado, el hidroxitolueno
butilado (BHT), el 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), el 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), el suero de albumina bovina (BSA), la catalasa de higado
de bovino, el dibxido de manganeso (MnQO,), el glutation forma reducida (GSH), el
glutation oxidado (GSSG), la DL-Penicilamina, el acido dietilentriaminopentaacético
(DTPA), la DL-penicilamina, el dimetil sulféxido (DMSO), el nitrito de potasio (KNO,), el
azul de nitrotetrazolio (NBT) y la xantina oxidasa , la hipoxantina, el 3,3-
diaminobenzidina, la nicotina adenin dinucleétido fosfato (NADPH), el trimetoxipropano, el
N-oxido-5,5-dimetil-1-pirrolin ~ (DMPQO), el 2,4-dinitrofenilhidrazina, el 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). El Hidroxido de
sodio (NaOH), el fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPOQO,), el fosfato de sodio
monobasico monohidratado (NaH,PO,*H.0), el hipoclorito de sodio (NaOCI), la solucién al
5% de cloro disponible y el peréxido de hidrogeno (H.O,) en solucién al 30% , el etanol
absoluto, el acido sulfarico (H.SO,), el metanol , el acido etilendiamina tetracético disodio
(EDTA), el sulfato de amonio y cloruro de cobre de J. T Baker (México, D.F.) El Persulfato
de postasio, el carbonato de sodio (Na,COs;) y el formaldehido de Mallinckrodt (Paris, KY,
USA). Dihidrorrodamina (DHR) 123 de Cayman Chemical (Ann Arbor, Mi, USA). La Azida
de sodio de Merck (México, D.F). El Anticuerpo policlonal anti-3NT de conejo, (Lake
Placid, NY, USA). El Anticuerpo monoclonal anti-4HNE de ratén de Oxis International Inc.
(Portland, OR, USA). El Anticuerpo anti IgG-conejo con peroxidasa, el anticuerpo anti IgG

de rata con peroxidasa Amersham Life Sciences (Buckinghamshire, England). El
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Anticuerpo anti-cabra con peroxidasa Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA,

USA). Todos los reactivos fueron grado analitico.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 Obtencion e identificacion de Heterotheca inuloides.

La Heterotheca inuloides fue colectada en Zacapoaxtla, Puebla, México, el material fue
clasificado por la Biol. Myrna Mendoza Cruz del Departamento de Plantas Medicinales del
Jardin Botanico (Instituto de Biologia, UNAM), un ejemplar de la misma fue depositado en
la coleccion del Herbario Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social de la Ciudad
de México clasificado como: (Myrna Mendoza C 15,375) .

6.2 Preparacion de los extractos.

La parte aérea de la planta (inflorescencia) (2kg) se cortd y seco en la camara de secado
a 37°C, se depositd en recipientes de vidrio con capacidad de 2L y se le agreg6é 1.5L de
acetona, después de 24 hrs, se col6 y se colectd el sobrenadante obtenido, agregandole
nuevamente acetona al triturado, este procedimiento se repiti6 3 veces. Este mismo
triturado se utilizé para el extracto con metanol, llevandose a cabo la misma metodologia.
Ambos sobrenadantes obtenidos se colocaron en rotovapores para evaporar los
solventes y obtener los extractos puros, 12 y 15 g de los extractos fueron obtenidos
respectivamente (Delgado y cols., 2001).

Los metabolitos aislados y caracterizados fueron donados por el Dr. Guillermo Delgado
Lamas del Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Quimica, Universidad
Nacional Auténoma de México, México D.F.

Para los experimentos in vitro el extracto acetdnico se disolvié en metanol absoluto, el

extracto metandlico y los metabolitos en amortiguador de fosfatos pH 7.2.
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6.3 Metodologias in vitro

6.3.1 Determinacion de la actividad atrapadora de ABTS.

Se utilizé la metodologia desarrollada por Re y cols (1999), el radical ABTS™ se obtuvo
después de la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (PSF) (2.45 mM,
concentracion final) incubados a temperatura ambiente (x25°C), y en la oscuridad durante
16 h. El prerradical fue generado por la oxidacion de ABTS con el PSF dando lugar a la

formacion de un croméforo (verdeazul), que al ser puesto en contacto con el antioxidante,

éste le cedera un hidrégeno para ser reducido. Una vez formado el radical ABTS " se

diluyé con etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70 (x0,1) a 754 nm
(longitud de onda de maxima absorcién). Se afadi6 20 pL de las muestras de los
diferentes extractos, a 980 pL de dilucion del radical ABTS™®, se determiné la
absorbancia a 754 nm. El antioxidante sintético de referencia, fue el acido ascorbico (500
mM)

Reaccion 18.

ABTS + PSF — ABTS ™

ABTS™ + Antioxidante —* ABTS (reducido)

6.3.2 Determinacidn de la actividad atrapadora de DPPH.

Este método, desarrollado por Brand-Williams cols (1995) y modificado por Kim y cols
(2002), se basa en la reduccién del DPPH radical libre, que por su electrén desapareado
muestra una absorcién maxima a 517 nm. En presencia de un antioxidante la absorcion

disminuye (reaccion 19). El antioxidante de referencia fue el &cido ascérbico (500 mM)
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Reaccion 19

=N MO: + antioxidante= ¥

1 n

MO,

O,M O

Difenilpicrilhidrazil

(radical libre) Difenilpricrilhidrazina

6.3.3 Determinacion de la actividad atrapadora de O,".
FUNDAMENTO: La xantina oxidasa cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de
xantina a acido urico, generandose ademas O,” el cual reduce al NBT formandose un

producto insoluble colorido (formazan) que absorbe a una longitud de onda de 560 nm

Reaccién 20
(0] 0
H\ N xantina oxidas Ir:.ll
HNT S0 NH
11> 7 T} o= I I
OCt ‘-‘N,- | . H N 0
H H 0O (073 H

Xantina / Acido drico
No, ON

Azul de nitrotetrazolio (NBT) formazan e = 560 nm

Es importante que el compuesto a analizar no afecte la actividad de la xantina oxidasa, lo

que evitaria la generaciéon del O,” y la reduccion del NBT. Por lo que se mide la
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generacion de acido drico a una longitud de onda de 295 nm (Floriano-Sanchez vy cols.,

20086).

Metodologia

El sustrato (800 uL) de la reaccion fue preparado con xantina 90 uM, carbonato de sodio
16 uM, NBT 22.8 uM, amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0 y se mezclé con 100 pL de
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (tubo control: 0% atrapamiento) o con 100 pL de
diferentes concentraciones de los extractos o los metabolitos. La reaccion se inicié con la
adicion de 100 uL de una solucién (168 U/L) de xantina oxidasa. Se ley6 la absorbancia a
295 nm (para la formacién de acido urico) y a 560 nm (para la formacion de formazan)

cada minuto durante 3 min. Se utilizé6 el acido nordihidroguaiarético (NDGA) como

atrapador de O, .

6.3.4 Determinacion de la capacidad atrapadora de H,0,.

FUNDAMENTO: El H,O, presente en el medio de reaccién oxida al ién ferroso (Fe**) a su
forma férrica (Fe®') el cual se une a la sal sédica de naranja de xilenol y forma un
complejo colorido que absorbe a una longitud de onda de 560 nm. Si la muestra presenta
un efecto atrapador ante el H,O, entonces el Fe** no se oxidara y por lo tanto no habra
Fe®" que reaccione con la sal sédica de naranja de xilenol y la formacién del complejo

colorido disminuira respecto al control (Floriano-Sanchez y cols ., 2006) (reaccién 21).

Reacciéon 21

Fe® + HyO, m—pp Fe¥* + OH"® + OH ™ (reaccién de Fenton)

Fe® + Naranja de Xilenol g complejo colorido imam = 560 nm
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Metodologia

Una solucion de 75 uM de H,O, se mezcldé (1:1 v/v) con agua destilada (control: 0%
atrapamiento) o con diferentes concentraciones de los dos extractos y de los metabolitos
a probar, el volumen final de la mezcla fue 100 pl y se incub6 por 30 min a temperatura
ambiente. Se afnadieron 0.9 ml del reactivo de FOX. Para preparar el reactivo de FOX se
mezclan 9 volumenes de hidroxitolueno butilado 4.4 mM en metanol grado HPLC con 1
volumen de una solucién de naranja de xilenol 2.56 mM vy sulfato ferroso amoniacal en
H.SO, 0.25 M. Se agitd el contenido y se incubd por 10 min, después se centrifugd a
15000 x g por 10 min y la absorbancia se compard contra el blanco que contenia

metanol. Se utilizé piruvato de sodio, como compuesto de referencia.

6.3.5 Determinacion de la capacidad atrapadora de OH".

FUNDAMENTO: Los OH’ generados por la reaccién del complejo hierro/EDTA con H,0,
en presencia de acido ascérbico, descomponen a la desoxirribosa formando una mezcla
compleja de productos que con calentamiento a pH acido, forman el malondialdehido y es
detectado por su capacidad de reaccionar con el acido tiobarbiturico (TBA); formando asi
un cromdgeno que absorbe a una longitud de onda de 532 nm (reaccion 22). Al adicionar
atrapadores de OH® compiten con la desoxirribosa por los radicales producidos y por lo
tanto la formacion del cromégeno disminuye (Halliwell y cols., 1987; Aruoma y cols.,

1989).
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Reaccioén 22.

1.-Generacion de OH’: Fe >*-EDTA+H,0; —> Fe** - EDTA + OH + OHe
2.- Degradacioén de 2-desoxirribosa por OHe

HO

OH
OHe + ° PH o Tobarbitur
H H _— iobarbiturico
H H A %—*"%’?ﬂ

OH H

H
|

5 N .oH o
R Ho ;}VA HS. N _OH oA
" .. . H | ' T |
T SE-C=H— Ny, N — Mvﬁ_u
OH i Ol on

Metodologia

La mezcla de reaccion contenia &cido ascérbico 0.2 mM, desoxirribosa 0.56 mM, H,O, 1
mM, amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4, EDTA 0.208 mM/ FeClz 0.2 mM, se incub6 a
37°C por 1 h. Después se anadi6 1 mL de la solucion TBA (26 mM)/HCI (2.08%)/acido
tricloroacético  (15%)/Deferoxamina mesilato (0.33 mM) mas las diferentes
concentraciones de los extractos o metabolitos a probar y esta mezcla se calenté a 100°C
durante 10 min. Se enfrié a temperatura ambiente y se mididé absorbancia a 532 nm. Se

utilizé dimetiltiourea como compuesto de referencia (Floriano-Sanchez vy cols., 2006).
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6.3.6 Determinacion de la capacidad atrapadora de HOCI.
FUNDAMENTO: Este ensayo involucra un andlisis espectral de la enzima catalasa en
presencia de HOCI el cual inactiva a la enzima antioxidante y cambia su espectro por la

destruccién del grupo hemo y la disminucién del pico de catalasa a 404 nm.

Metodologia

Una solucion de 49.8 uM de catalasa bovina a una concentracién final de (16.6 uM) se
mezclé con 18 mM HOCI (6 mM) y con las diferentes concentraciones de las muestras a
estudiar o con el compuesto de referencia. El espectro de la catalasa sola,
catalasa+HOCI o catalasa +HOCI + extractos o metabolitos o el compuesto de referencia
se registraron obteniéndose las densidades opticas (DO) a 404 nm. La DO de la catalasa
sola menos la DO de catalasa+ HOCL se consider6é como el 100% de degradacion de la
catalasa (0% de actividad reductora) y las diferencias de la catalasa sola menos la DO
de la catalasa +HOCI en presencia de extractos o metabolitos o el compuesto de
referencia se compararon contra este valor (Fig 4). El compuesto de refencia utilizado fue

el &cido ascorbico (Pedraza-Chaverri J y cols., 2007).

Figura. 4 Espectro de la reaccion de catalasa en presencia de HOCI, HOCI+CAT, y CAT

sola

0.8000

[Abs]

0.300075 404 450 nm
— CATALASA ~— CATALASA + HOCI

= CATALASA + HOCI + ANTIOXIDANTE
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6.3.7 Determinacion de la capacidad atrapadora de '0..

FUNDAMENTO: El 'O, generado a partir de NaOCI y H,O,, produce la disminucién de
absorbancia (decoloracién) del compuesto N,N-dimetil-p-nitrosoanilina (DMNA) utilizado
como atrapador selectivo de 'O, (reaccién 23). Si el compuesto a analizar tiene una

capacidad atrapadora ante 'O, la DMNA no se decolorara.

Reaccién 23
NaOCl + HEOE%IO:_ + NaCl +H,0
H:,_C‘HN,CH3 / HGC'“‘N CH,
[/L\; decoloracién | H“j
NO NO
Dimetilnitrosoanilina Ama = 440 nm
Metodologia

La produccién de 'O, por NaOCI y H,O, fue determinada como se describe Medina-
Campos y cols (2007), en donde el DMNA fue utilizado como aceptor de 'O,. La
decoloracién en la reaccion fue monitoreada espectrofotométricamente a 440 nm. La
mezcla de reaccion contenia amortiguador de fosfatos 45 mM (pH 7.1), 10 mM histidina,
10 mM NaOCI, 10 mM H,0O,, 50 uM DMNA, y 0.1 mL de extractos o metabolitos de H.
inuloides o el compuesto de referencia. El volumen de reaccién fue de 2.0 mL vy se
incubd a 30°C for 40 min. La extincién de 'O, se determina midiendo el decremento en
la absorbancia de DMNA a 440 nm (o). La eficiencia relativa de capacidad reductora (%
inhibicién de la produccién de 'O,) de extractos o metabolitos o el compuesto de
referencia se estimé por las diferencias en la absorbancia del DMNA con vy sin la adicion
de las muestras a probar o el compuesto de referencia. EI GSH fuel el compuesto de

referencia utilizado (Floriano-Sanchez vy cols., 2006; Medina-Campos y cols., 2007).
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6.3.8 Determinacion de la capacidad atrapadora de ONOQ".

FUNDAMENTO: El ONOO' provoca la oxidacion de la DHR 123 produciendo la rodamina
123 que es un compuesto fluorescente y tiene una ) excitacion= 505 nmy X emisién= 529
nm (reaccion 24). Si la muestra presenta propiedades antioxidantes, se disminuird o
anulara la formacién de la rodamina 123.

Reaccion 24

HCl+ KNO, — HNO, +KCl
H,0, + HNO,—“% ONOO™ +H 0

HEN\H/TO\J%*\TNHﬁ
NN

GENERACION DE PEROXINITRITO:

HN. A J/Ofb‘ NH,
“\'/‘;’,{ # |‘\,J/
N

DETECCION:

\L Oxidacion
f/ H/C{’JOCH3 p 1 COOCH,
\Hb‘/ .
123 Dihidrorodamina 123 Rodamina
(fluorescente)
h excitacion = 505 nm
}L anisidn = 52g nm

Metodologia

La sintesis del peroxinitrito fue previamente descrita (Floriano-Sanchez y cols., 2006). En
un bano de hielo se realizé la reacciéon entre 5 mL de una solucién acida de H,O, 0.7 M
(en HCI 0.6 M) mezclada con 5 mL de KNO, 0.6 M. La reaccion se detiene anadiendo 5
mL de NaOH 1.2 M frio. El H,O, residual de la mezcla se removié pasando la solucién a
través de una columna de MnO, previamente lavada con NaOH 1.2 M. La solucién de
ONOO' se guarda protegida de la luz a -80°C hasta su uso; 50 uM de la solucién de
DHR 123 fue preparada en una solucion stock 28 mM en DMSO. La solucion fue

protegida de la luz a 4°C durante el ensayo. La mezcla de reacciéon contenia 5 uM DHR-
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123, 0.1 mM DTPA, las diferentes concentraciones de extractos o metabolitos o el
compuesto de referencia y 25 uM ONOO™. La densidad optica fue registrada a 500 nm.
La habilidad de las muestras para atrapar al ONOO™ fue comparada con penicilamina.
Para realizar las mediciones espectrofotométricas se usé un espectrofotometro Beckman

Coulter, modelo DU-640.

6.3.9 Definicion del valor de ICs,.

La capacidad antioxidante se expresd como ICsy que es el valor de la concentracién de
los extractos, compuestos bioactivos 0 del compuesto de referencia (mg) que es capaz
de atrapar o inhibir el 50% de las ROS presentes o generadas en cada ensayo. Mientras
mas pequefo sea el valor de ICsy mas eficaz serd la capacidad de antioxidante del

compuesto (Floriano-Sanchez y cols., 2006; Medina-Campos y cols., 2007).

6.3.10 Determinacion de polifenoles.

La cantidad total de polifenoles en ambos extractos fue determinada por el método de
Folin-Ciocalteu (Ainsworth y Gillespie 2007). Un volumen de 0.1 mL que contenia 100 mg
del extracto de la planta se mezclé con 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla
fue incubada por 1 min a temperatura ambiente y se le agreg6é 300 pL de carbonato de
sodio (200 g/L). La mezcla se incub6 por 15 min. a 50°C y fue enfriada en agua. La
absorbancia fue registrada a 765 nm en un espectrofotometro (Modelo 2000 Compliant,
HeAios a, Cambridge, UK). El total de polifenoles fue expresado como mg de
equivalentes de catequina/g de extracto después de la extrapolacién en una curva

estandar obtenida utilizando o(+)catequina .
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6.3.11 Determinacion de flavonoides.

El contenido total de quercetina de los extractos acetdnico y metandlico se determiné
utilizando cloruro de aluminio (AICl;) (Zhishe y cols., 1999). El extracto de la planta (0.1
mL) se adicion6 a 0.3 ml agua destilada seguida por nitrito de sodio NaNO, (0.03 mL,
5%). Después de 5 min a 25 °C se le adicion6 AICI; (0.03 mL, 10%). Se incubé la mezcla
5 min a temperatura ambiente, y se le adicionaron 0.2 mL 2mM NaOH. La absorbancia
fue registrada a 510 nm en un espectrofotometro (Modelo 2000 compliant. HeAios a,
Cambridge, UK9). El total de quercetina fue expresado como mg de equivalentes de
quercetina /g de extracto después de la extrapolacién en una curva estandar obtenida

utilizando quercetina como estandar.

6.4 Determinacion de la actividad atrapadora del anién superdxido (O,”) por
espectrometria de resonancia paramagnética electrénica (EPR).

La técnica se basa en las propiedades magnéticas de los electrones desapareados en su
ambiente molecular. El atrapamiento del espin es un método en el cual los radicales se
pueden unir a través de los dobles enlaces de los agentes quimicos de captura (DMPO,
POBM) para formar un radical secundario mas estable llamado aducto espin. Este aducto
espin puede someterse a la resonancia paramagnética electrénica (EPR). Por lo tanto, su
captura ofrece la oportunidad no sélo para detectar los radicales, sino también para
caracterizar parcialmente los tipos de radicales formados (Nakano y cols., 2000).

El O," fue generado por la reaccion de la xantina oxidasa que cataliza la oxidacion de
hipoxantina a xantina y de xantina a acido urico (Floriano-Sanchez y cols., 2006). El
sustrato (800 pL) de la reaccion fue preparado con xantina 90 uM, carbonato de sodio 16
MM, NBT 22.8 uyM, amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0 y se mezcldé con 100 uL de
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (tubo control: 0% atrapamiento) o con 100 yL con

una concentracion de (0.5 ug/mL) de los extractos y 80 uL de 5,5-dimetilpirrolin-N-6xido
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(DMPO). Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 25 unidades de la xantina
oxidasa. Después de 2 minutos de incubacion, se midié el aducto formado DMPO-OOH,
con un espectrémetro de EPR (Bruker Elexsys E500, Alemania). Los espectros de EPR
se registraron a 21 °C con el campo fijo en 3,470 £ 50 Gauss, frecuencia de modulacién
de 100,000 Gauss, amplitud de modulaciéon 0.0005 Gauss, tiempo de respuesta 0.0025 s,
tiempo de barrido 0.0102 s, potencia de microondas de 10 mW. Los espectros de las
muestras se toman respecto a una sefal espectral de referencia. La senal de referencia
utilizada corresponde al aducto formado por el DMPO-OOH y el O," (Sanders y cols.,

1994).

6.5 Metodologias para experimentos in vivo

6.5.1 Modelo de hepatotoxicidad en ratas expuestas a tetracloruro de carbono
(CCl,).

Los protocolos experimentales para el manejo y uso de animales de laboratorio vy
eliminacién de residuos bioldgicos fueron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999) y (NOM-087-ECOL-1995) respectivamente. Se utilizaron ratas Wistar
macho de 180-220 g los animales fueron divididos en 7 grupos con 3 ratas cada uno, se
mantuvieron en cajas de acrilico en condiciones constantes de temperatura (21°t1 C),
humedad relativa (50- 60%) e iluminacién (12 h luz/oscuridad). Aire filtrado (5 mm de
particulas) con intercambio de 18 veces/h. Los animales se les proporcioné una dieta
comercial estandar (Harlan 2018S Teklad dieta global esterilizado, Harland Teklad,
Madison, WI, EE.UU.) y agua filtrada. El tratamiento dur6 6 dias, el dano hepatico se
indujo con CCl, disuelto con aceite de oliva 1:1 (v / v). El Grupo 1 recibi6 el aceite de oliva
(0,1 ml / kg) via oral (vo) durante seis dias (grupo A.O). Grupo 2 recibié6 amortiguador de
fosfato pH 7,4 (0,1 ml / kg ) (vo) durante seis dias (grupo A.F). Grupo 3 recibié 100 mg /

kg de extracto acetdnico (vo), durante seis dias (grupo E. Ac). Grupo 4 recibié 100 mg / kg
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de extracto metandlico (vo) durante seis dias (grupo E. Me.). Grupos de 1 a 4 fueron
considerados como grupos de control negativo. Grupo 5 fue inyectado con CCl,/ aceite de
oliva (1.5 ml / kg) via intraperitoneal (ip) los Ultimos tres dias del experimento. Grupo 6
recibidé extracto acetdénico 100 mg / kg por (vo) durante 6 dias en combinaciéon con CCl,/
aceite de oliva (1.5 ml / kg ip) durante los ultimos tres dias de tratamiento. Grupo 7
recibieron extracto metanolico 100 mg / kg via oral durante 6 dias en combinacioén con
CCly/ aceite de oliva (1.5 ml / kg ip) durante los ultimos tres dias de tratamiento. En un
segundo experimento, se repitieron los grupos 2, 4 y 7 junto con los siguientes dos
grupos: un grupo de animales recibieron quercetina (100 mg / kg) (vo) y otro grupo de
ratas expuestas a la combinacion de quercetina 100 mg / kg (vo) y 1.5 mL CCl, / kg (ip).
Después de 48 hrs, y concluidos los tratamientos, los animales fueron anestesiados con
fentobarbital (0.6 uL/kg) y se obtuvo la sangre por puncion cardiaca. El higado se extirpé
de inmediato y una porcién se fijé por inmersion en una solucion de formalina y el resto se

almaceno6 a -70 © C para el andlisis de las enzimas antioxidantes.

6.5.2 Preparacion de los homogenados.

El tejido hepatico se homogeneizé en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.0, con Tritén
X-100 al 0.1%, con un politron  (Brinkmann Polytron PT 2000 (Westbury, NY, EE.UU.) y
se centrifugd a 19,000 x g durante 10 min. El sobrenadante se utiliz6 para la
determinacién de proteina total (Lowry y cols 1951) y la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx, GR, y glutation transferasa (GST) (Pedraza Chaverri y

cols., 2005)
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6.5.3 Determinacion de las actividades aspartato aminotransferasa (AST) y alanina

aminotransferasa (ALT), como marcadores de daino hepatico.

Las muestras de sangre de cada animal se mantuvieron durante 45 min a temperatura
ambiente. El suero se separd por centrifugacion a 600 x g durante 15 min y las muestras
fueron almacenadas a -20°C. Las actividades de AST y ALT se midieron por la
adaptacion de la metodologia recomendada por la Federacion Internacional de Quimica
Clinica (IFCC) (Bergmeyer y cols., 1978), con un autoanalizador (Dimension AR, Dade

Behring Inc., Newark, DE, USA).

6.5.4 Histopatologia.

El tejido hepatico se fijo por inmersién en una solucién de formalina al 5% (pH 7.4) y se
incluyeron en parafina. Para el andlisis histoldgico, las secciones (3 micras) se tifieron con
hematoxilina y eosina (H & E) o con acido peryodico de Schiff (PAS) para demostrar
polisacaridos, mucopolisacaridos neutros y glicoproteinas de las membranas del
hepatocito. El perfil histologico de los lébulos del higado se seleccionaron al azar (100
campos) de 3 ratas por grupo experimental, utilizando el software KS-300 (Carl Zeiss,
Jena, Alemania), se obtuvo el porcentaje de las areas dafiadas con alteraciones

histopatologicas observadas con un objetivo 100X.

6.5.5 Inmunohistoquimica con 4-hidroxinonenal (4-HNE) y 3-nitrotirosina (3-NT).

El 4-HNE es el marcador de la peroxidacion lipidica méas utilizado y reconocido, se cree
gue es responsable en gran medida de los efectos producidos por el estrés oxidante. El 4-

HNE reacciona con los productos téxicos de la lipoperoxidacion o con los grupos
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sulfhidrilo de las proteinas (Zarkovi N 2003; Uchida K y cols., 1993). Las proteinas son
polimeros de aminodacidos que ejecutan la mayor parte de las funciones vitales de las
células, por otra parte los residuos de aminoacidos mas susceptibles de sufrir oxidacion,
nitracion o cloracion son cisteina, tirosina, metionina y triptéfano. De todos estos, el que
sufre con mas frecuencia los efectos del peroxinitrito y acido hipocloroso es la tirosina,
dando lugar en la mayoria de los casos a tirosinas nitradas o cloradas, relacionadas con
procesos inflamatorios. La formacion de 3-nitrotirosina se usa como biomarcador de la
produccion de peroxinitrito por ser un producto estable en situaciones de estrés oxidante

(Kondo Sy cols., 2002; Sanz-Camenol P y cols., 2002).

Para el andlisis inmunohistoquimico se obtuvieron secciones de higado (3 mm), se
desparafinaron y se calentaron en solucion de Declere (Cell Marque, Hot Springs,
Arkansas, EE.UU.) para desenmascarar sitios antigénicos; la actividad endégena de la
peroxidasa se disminuyé con 0.03% H,O, en metanol absoluto. Los cortes de higado se
incubaron por 12 h a 4°C con una diluciéon de anticuerpo primarios 1:200 anti 4-HNE o
anti 3-NT dilucién 1:70 en amortiguador de fosfatos (pH 7.4) (PBS). Se lavaron con PBS
para eliminar los anticuerpos primarios, los cortes se incubaron con anticuerpo
secundario anti-lgG biotinilado de cabra (1:500). Los anticuerpos unidos se detectaron
con avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain complejo ABC-kit) y el sustrato
diaminobencidina. Después se lavo con PBS, los cortes se contrastaron con hematoxilina.
Todas las secciones se incubaron en las mismas condiciones con la misma concentracion
de anticuerpos, por lo que la inmunolocalizacién fue comparable entre los diferentes
grupos experimentales. Para el control negativo, se utilizd suero de cabra preinmune en
lugar de los anticuerpos primarios. Todas las muestras fueron examinadas por
microscopia de luz Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Para el andlisis

morfométrico automatizado, el porcentaje de células positivas (tincion marrén) se
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determind con un analizador de imagenes computarizado KS-300 3.0 (Carl Zeiss, Jena,
Alemania). Este equipo detecta automaticamente las células positivas para determinar su

porcentaje por campo, 100 campos al azar se estudiaron con un aumento de 400x.

Los resultados se expresaron como porcentaje.

6.6 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
6.6.1 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA (CAT).

La catalasa (CAT) es una de las enzimas mas eficientes, tanto que no puede ser
saturada por el H O, a ninguna concentracion, catalizando su conversion en H,O y O,

para proteger a las células del H,O, generado (reaccién 25)

Reaccion 25
2H,0, catr , 2H,0 + O,

Tiene un papel importante en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidante en la
respuesta adaptativa de las células. La catalasa captura el H,O, antes de que pueda

escapar de la célula y lo convierte en oxigeno molecular.

La determinacién de la actividad de CAT se llevd acabo segun (Aebi 1984; Pedraza-
Chaverri y cols., 2005). Se tomé 5 pul del homogenado de higado (1:40) y se le adicioné
720 pl de peroxido de hidrogeno (30 mM) en PBS (10 mM, pH 7.0). El tubo blanco contenia
2.9 ml de PBS y 1 ml de peroxido de hidrégeno. Los tubos se leyeron a 250 nm, las
unidades de catalasa se expresaron como el aumento de la descomposicion de la enzima a
1 uM de peréxido de hidrégeno a 25°C. La actividad se expres6 en unidades por miligramo

de proteina.
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El fundamento se basa en la disminucién de la absorbancia del peroxido de hidrégeno,

debido a su degradacion por la catalasa presente en la muestra.

6.6.2 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION REDUCTASA (GR).
Es una enzima que requiere NADPH y cataliza la conversién de glutatién oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH) de acuerdo con las siguientes reacciones 26 y 27:

Reaccion 26

GSSG + GSH — 2 GSH + GSSG

Reaccion 27

GSSG+NADPH +H'— 2GSH + NADP"*

Su fundamento se basa midiendo la desaparicion de NADPH a 340 nm de una mezcla de
reaccion que contiene GSSG, EDTA, NADPH y la fuente de la enzima (glutatién reductasa)
que se encuentra en el homogenado (Carlberg | y Mannervik 1975). Se tomé 475 ul de
mezcla de reaccion que contenia: 0.1 M PBS pH7.6, 0.5 mM EDTA, 1.25 mM NADPH, y
0.5 mM GSSG a 25°C y se le agregaron 25 pl homogenado (1:5). Se midi6 durante 3 min
cada minuto. La actividad se expresd en unidades por miligramo de proteina (Pedraza-

Chaverri y cols., 2005).

6.6.3 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD).

La SOD constituye la primera fase de defensa antioxidante, cataliza la reaccion de

destruccion de los radicales superdxido (O, ) mediante su transformacion en peréxido de

hidrégeno, como se ilustra en la reaccion 28:

57



Reaccién 28
02'- + 02'- + 2H" > H202 + 02

El perdxido de hidrégeno puede ser destruido a su vez por las actividades catalasa o

glutation peroxidasa.

Fundamento: La actividad de SOD se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la
reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superéxidos generados por el

sitema de xantina-xantina oxidasa.

El procedimiento fue de acuerdo a Beuchamp y Fedovich (1976). Se prepar6 el reactivo
para el ensayo de SOD el cual contenia: solucion de xantina 0.122 mM, solucién de EDTA
0.122 mM, solucion de NBT 30.6 pM, solucion Na,CO; 400 mM y solucién de Albumina
0.006 %, se tomaron 490 ml de reactivo de ensayo de SOD, 33 pl (1:50) del
homogenado y 30 pl de xantina oxidasa, se incubd a temperatura ambiente 15 min, y se
leyeron las muestras en el espectrofotometro a 560 nm. La actividad se expresd en

unidades por miligramo de proteina (Pedraza-Chaverri y cols., 2005).

6.6.4 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA (GPx).

Fundamento: La actividad de GPx se mide de manera indirecta por una reaccion acoplada
con la glutation reductasa y se basa en la disminucion de la absorbancia a 340 nm por la
desaparicion de NADPH, la GPx al reducir los hidroperéxidos consume el glutation
reducido, que se regenera por la glutatién reductasa a partir del glutation oxidado, en donde
se consume NADPH (reacciones 29 y 30).

Reaccion 29

GPx

ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG
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Reaccion 30

Gred

GSSG+NADPH +H* — 2GSH + NADP*

Se prepard una mezcla de reaccion con PBS 50mM (pH 7.0), solucién de EDTA 0.1mM,
solucion de azida de sodio 1 mM, glutation reductasa (2.5 U/ml), glutation oxidado 0.1
mM, NADPH 0.2 mMy GSH 1mM; se tomaron 800 pul de reactivo de ensayo de GPx vy
270 ul PBS (tubo inespecifico) para el tubo de reaccién se tomaron 30 pl homogenado
(1:10), 800 pl de reactivo de ensayo de GPx, 32 ul de H,O,al 30% 2.5 mM. Se agitd en
un mezclador vortex e inmediatamente se ley6 a 340 nm cada minuto durante 3 min en un
programa de cinética en un espectrofotbmetro Beckman Coulter, modelo DU-640. La
actividad se expres6 en unidades por miligramo de proteina (Lawrence y Burk 1976;

Pedraza-Chaverri y cols., 2005).

6.6.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION -S-TRANSFERASA (GST).

La glutation S-transferasa (GST) es una familia de enzimas que catalizan la conjugacion del
glutation enddgeno a una variedad de compuestos electrofilicos, para hacerlos mas solubles y
de facil excrecion, protegiendo las macromoléculas biolégicas de las consecuencias tdxicas de
una reaccion covalente con el xenobidtico. Estas enzimas han sido implicadas en la

desintoxicacién y biotransformacion de muchos xenobiéticos.

Fundamento: La actividad de GST, se mide por el incremento en la absorbancia del conjugado

formado al reaccionar el GSH con el 1 cloro, 2, 4 dinitrobenzeno (CDNB) a 340 nm.

Se prepararon las siguientes soluciones: PBS 0.05mM, CDNB 0.02M y GSH 0.05 M. A un tubo
de ensaye se le agregé 910 ul de PBS, GSH 20 pl, CDNB, 50 pul, 20 pl de homogenado

(1:10), se agitd y se leyd en espectrofotometro a 340nm cada min/3 min. La actividad se
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expreso en unidades por miligramo de proteina (Khan N y Sultana S. 2005; Pedraza-Chaverri

y cols., 2005).

6.7 Peroxidacion lipidica.

El método fue por medio de la determinacion colorimétrica de las sustancias reactivas
con el acido tiobarbitdrico (TBARS). Esta técnica permite la detecciéon de un cromégeno
formado por el acido tiobarbitarico (TBA) con el malondialdehido (MDA), que es un
producto final de la peroxidacién lipidica. Se sigui6 la técnica reportada por Janero (1998),
se homogenizd 1 gr del tejido en 50 pl de hidroxitolueno butilado 0.1 M disuelto en 1 ml de
metanol absoluto y 0.95 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se centrifugd a
3,000 x g por 10 min, se retird la fase superior y se almacené a -80 °C hasta su uso.

Se preparé el reactivo de TBA: 0.026 M de TBA, 0.211M HCI, TCA 6.66% y deferoxamina
mesilada 1mM, disuelta en 42 ml de agua deionizada. La soluciéon de TBA, se calienta a
temperatura de ebullicion por 30min en un bafo de aceite (Thermomix 1420).
Posteriormente se colocé las muestras en bafio de hielo durante 5 miny se les agregé 1
ml de mezcla de butanol/piridina (15:1), se centrifugd a 3,000 g durante 15 min (Sorvall
RC-5B Dupont). La fase superior se retird y las absorbancias se leyeron a 532 nm en

espectrofotémetro. Los resultados se expresaron en nmol/ml MDA/mg/proteina.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.8 DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se determinaron por el método de Lowry Oy cols., 1951.

6.9 ESTADISTICA.

Todos los datos se expresan como media + desviacion estandar y se analizaron por
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de un prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni (GraphPad Prism 4.0 Software, San Diego, CA, USA.). Una pcon valor <0.05

fue considerada estadisticamente significativa.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de polifenoles.

El contenido total de polifenoles en los extractos de acetona y metanol fue de 19.35 y
50.03 mg/mL equivalentes de catequina, respectivamente. El contenido de flavonoides
totales fue de 0.030 y 0.070 mg/mL de equivalentes de quercetina en los extractos
acetdnico y metandlico, respectivamente. Estos estudios aportan una herramienta de

diagnostico general de la capacidad antioxidante de los extractos.

7.2 Actividad de atrapamiento de los extractos de Heterotheca inuloides.

En el presente estudio, se investigd la habilidad reductora del extracto aceténico y
metandlico para diferentes radicales libres: (radical ABTS*®, radical DPPH* , radical 02 ™,
radical, H,O,, radical OH*, radical 'O,, radical HOCI y radical ONOQ"), el anélisis de los

valores de [C5, obtenidos mostraron que el extracto metandlico tiene una actividad

reductora muy eficiente in vitro, excepto con DPPH ) y OH®. Asimismo se observd que

los extractos de H. inuloides, asi como los compuestos de referencia utilizados atrapan

en una forma dependiente de la concentracion a DPPH’, ABTS™, 02 *, HOCI, H,0,, OH,

'0,, y ONOO" (Figura 5). Los valores de ICs, fueron calculados a partir de la parte lineal
de la curva dosis-respuesta y se puede observar en la Tabla 2. Para ABTS™, la capacidad
de atrapamiento del extracto metandlico y aceténico fue 12.3 y 6.3 veces mayor que la del
acido ascorbico (Tabla 3, Figura 5A). Por otra parte, los extractos de metanol y acetona
también presentaron capacidad atrapadora del DPPH*® aunque fueron menos eficientes
(0.60 y 0.72 veces respectivamente) que el acido ascorbico (Tabla 3, Figura 5B). El
radical O,°® fue atrapado por los extractos metandlico y acetdnico 2.6 y 3 veces mas
eficiente que el NDGA (Tabla 3, Figura 5C). La capacidad atrapadora de HOCI por los

extractos metandlico y aceténico de H. inuloides fue significativamente mayor que la del
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acido ascérbico (2,7 y 2,5 veces respectivamente) (Tabla 3, Fig. 5D). La capacidad de
atrapar de los extractos metandlico y aceténico para H,O, fue de 1.8 y 1.3 veces mayor
que el piruvato de sodio (Tabla 3, Figura 5E). La capacidad reductora para el OH® del
extracto metandlico fue muy similar a la exhibida por DMTU, por otra parte, el extracto

aceténico fue mucho menos activa que DMTU (Tabla 3, Fig. 5F). La capacidad de

atrapamiento de los extractos metandlico y aceténico de H. inuloides para el ONOO™ fue

10 veces superior a la exhibida por penicilamina (Tabla 3, Figura 5G). Los extractos de
metanol y acetona fueron mayores atrapadores del oxigeno singulete (4 y 2 veces)

respectivamente que el GSH (Tabla 3, Figura 5H).

63



Tabla 3. Capacidad atrapadora de los extractos acetdnico y metandlico de Heterotheca

inuloides 'y sus compuestos de referencia.

Especie Extracto Extracto Compuesto de
acetonico metandlico referencia
|C50 (mg/mL) |C50 (mg/mL) |C50
(mg/mL)

ABTS" 1.02+0.16* 0.52+0.70* Acido Ascoérbico 6.38+0.56
(6) (6) (6)

DPPH’ 1.38+0.24 1.14+0.16 Acido Ascorbico 0.83+0.09
(6) (6) (6)

0, 1.16%0.040* 0.98+0.30* NDGA 3.02+0.45
(6) (6) (6)

HOCI 0.95+0.12* 0.88+0.20* Acido Ascorbico 2.34+0.23
(6) (6) (6)

H.O; 1.0120.15" 0.73+0.20* Piruvato 1.35+0.02
(6) (6) (6)

OH’ 3.72+0.20* 2.13+0.10*** DMTU 2.53+0.13
(6) (6) (6)

ONOO 0.26+0.30* 0.24+0.10* Penicilamina 2.46%0.08
(6) (6) (6)

0, 0.33+0.010* 0.20+0.14* GSH 0.74+0.10

(6)

(6)

(6)

Los datos representan la mediatS.D. El numero de datos se encuentran entre paréntesis.
*p<0.001, **p<0.01 vs compuesto de referencia, “p<0.001 vs extracto aceténico, 4p<0.05

vs extracto aceténico.
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Fig. 5. ABTS®*" (panel A), DPPH® (panel B), O, (panel C), HOCI (panel D), H,O, (panel E), OH’
(panel F) ONOO- (panel G), 'O, (panel H), capacidad atrapadora del extracto aceténico (),
extracto metandlico (o) y compuesto de referencia (m): acido ascorbico para ABTS®*", DPPH® y
HOCI, NDGA para O,", Piruvato para H,O,, DMTU para HO®, Penicilamina para ONOO- y GSH
para 'O, . Cada figura es el resultado de 6 ensayos con desviacién estandar.
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7.3 Determinacion de la actividad atrapadora del superéxido (O, ) por los
extractos de Heterotheca inuloides por EPR.

La fomacion del aducto entre el radical superdxido y el DMPO se observa como una
sefial muy intensa, (Fig 6, Panel 1), este mismo patron ya ha sido reportado
anteriormente (Jia Z vy cols., 2008). Cuando se incubd la mezcla de reaccién con el
extracto metandlico y el DMPO, se observo una sefal abatida del espectro de EPR (casi
plana) Fig 6, Panel 2; la adicién del extracto aceténico mostré una sefial de EPR, de
intensidad intermedia entre el control y el extracto metandlico Fig 6, panel 3. Estos datos
nos indican que ambos extractos, en especial el metandlico, poseen la capacidad de

inhibir la generacion del O, .

Aducto DMPO-OOH

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

Magnetic field (G)

Fig. 6. Disminucion de las sefales del aducto O, , generadas por el sistema
xantina/xantina oxidasa. El aducto DMPO-OOH fue medido por espectrometria de EPR.
Senal del 02" generada por el sistema xantina/xantina oxidasa (panel 1). Extracto
metandlico + O," (panel 2), extracto acetonico + O, , (panel 3) de H. inuloides [0.5
pug/mLy].
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7.4 Actividad antioxidante de los compuestos bioactivos de Heterotheca inuloides.
En un intento por obtener mas informacion sobre la naturaleza de las moléculas bioactivas
relacionadas con la actividad de atrapamiento, incluimos en el andlisis algunos de los
metabolitos de H. inulodes obtenidos del extracto metandlico: (7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-
cadaleno, espinasteril-3-O-3-D-glucopiranésido, quercetina, D-chiro-inositol 'y
espinasterol, previamente identificados en el extracto metandlico (Tabla 1).
Nuestros resultados mostraron que estos compuestos presentan una mayor actividad de
atrapamiento que los compuestos de referencia (tabla 4).

El O,” es una especie de oxigeno reactivo que puede causar dano a células y al DNA.
(1,2). En cuanto a la capacidad para atrapar al radical O,°® , esta aumenté en el siguiente
orden:  7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno  <espinasterol-3-O-B-D-glucopiranésido <
quercetina < D-chiro-inositol < espinasterol; todos ellos fueron mejores antioxidantes que
NDGA (Tabla 4, Figura 7A).

El HOCI es un oxidante poderoso el cual reacciona con diversas moléculas de
importancia biolégica. Es producido en el organismo por oxidacion de los iones de CI en
el sitio de inflamacién por la enzima mieloperoxidasa presente en los neutréfilos (Firuzi O
y cols., 2004). En cuanto a la capacidad de atrapamiento HOCI, ésta aumenté en el
siguiente orden: espinasterol-3-O-f-D-glucopiranésido <quercetina< espinasterol, todos
ellos fueron mejores antioxidantes que acido ascorbico (Tabla 4, Fig 7B). Sin embargo, la
ICso de los metabolitos D-chiro-inositol y 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno excedieron
los valores de las concentraciones usadas.

El H.O. es un agente oxidante que inactiva a las enzimas indirectamente, generalmente
por oxidacién de grupos tioles esenciales (SH-), pero tiene muchos efectos toxicos
(Widmer CC y cols., 2010). La habilidad de los metabolitos para atrapar el H,O, aumenta

en el siguiente orden: 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno < quercetina < espinasterol-3-O-
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B-D-glucopiranésido <espinasterol < D-chiro-inositol, respectivamente. En las condiciones
del ensayo el piruvato se utiliz6 como compuesto de referencia, pero no fue eficiente su
atrapamiento (Tabla 4, Fig 7C).

El OH® es un radical libre extremadamente reactivo formado en el sistema biolégico y ha
sido implicado en diferentes patologias (Valentdo y cols., 2002). Nuestros resultados
muestran que la capacidad para inhibr al radical OH" fue en el siguiente orden: D-chiro-
inositol > quercetina > 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno. No obstante los valores de
ICso para el espinasterol y el espinasterol-3-O--D-glucopirandsido no se pudieron
determinar (Tabla 4, Fig 7D).

El peroxinitrito (ONOQO") se forma por la reaccion entre el éxido nitrico (NO’) y el radical
superoxido (O,7) y aunque es un fuerte oxidante, su capacidad de reaccién con las
biomoléculas es relativamente bajo. Se puede difundir facilmente a través de las
membrana celular (Ferrer-Sueta y Radi. 2009; Goldstein y Merényi. 2008). Los

metabolitos quercetina y espinasteril-3-O-B-D-glucopiranésido fueron 11 y 12 veces mas
eficientes respectivamente para atrapar al ONOO . El 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno

(1.199), el espinasterol (0.833) y el D-chiro-inositol (0.666) requirieron de concentraciones
mas altas (alrededor de 1mg/mL) para permitir el calculo de los valores de ICso v (Tabla 4,
Figura 7E).

El radical 'O, mostré una capacidad antioxidante que disminuyé en el siguiente orden:
espinasterol < 7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno < espinasterol-3-O-B-D-glucopiranésido

< quercetina < D-chiro-inositol (Tabla 4, Figura 7F).
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Tabla 4. Capacidad atrapadora de los diferentes metabolitos obtenidos del extracto metandlico de Heterotheca inuloidesy sus
compuestos de referencia.

Especie Quercetina 7-Hidroxi-4bH- Espinasterol Espinasterol-3-O- D-chiro-Inositol Compuesto
3,4- B-D- de referencia
dihidrocadaleno glucopiranosido
IC50 IC50 IC50 IC50 IC50 IC50
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
0," 0.052+0.024  0.26%0.053"° 0.029+0.003 " 0.183+0.026"° 0.030+0.004 % NDGA 3.023+0.3
HoCI 0.070£0.0200 >1.9 0.032+0.003" 4.31%£0.052"°" >0.666 Acido 1.655+0.014
ascorbico
H,0, 0.167£0.058°  0.947+0.039°° 0.057+0.005 " °* 0.070+0.0028"°* 0.018+0.002"°*"#  Piruvato 1.870+0.15
OH’ 0.258+0.015  0.689+0.015°° >0.833 >4.9 0.1560.014°* DMTU 2.396+0.120
ONOO 0.191+0.013°  >1.199 >0.833 0.977+0.001" ° >0.666 Penicilamina  2.059+0.340
o, 0.325+0.038  0.047+0.005° 0.002+0.0003"°*  0.1130.0022°°*°  0.338+0.024 P * GSH 0.74+0.066

Los datos representan la media + S.D ‘p< 0.001 vs compuesto de referencia, °p <0.001 vs espinasterol,°p <0.001 vs. quercetina, *p<
0.05 vs quercetina *p <0.001 vs 7-Hidroxi-4bH-3,4-dihidrocadaleno, *p<0.001 vs Spinasteril-3-O-B-D-glucopiranosido
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Fig. 7. Capacidad reductora de los diferentes metabolitos del extracto metandlico de H.
inuloides. Oy (panel A). HOCI (panel B), H,O, (panel C), OH" (panel D), ONOO- (panel
E), 'O, (panel F). Metabolitos: querecetina (A),7-hidroxi-4bH-3,4-dihidro-cadaleno (*)
espinasterol (o),espinasteril-3-O-f-D-glucopiranésido (¢), D-chiro-inositol (o) y compuesto
de referencia (m): NDGA para O,", Piruvato para H,O,, DMTU para HO®, Penicilamina

para ONOO- y GSH para '0,. Cada figura es el promedio de 6 ensayos y su desviacién
estandar.
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7.5 RESULTADOS IN VIVO

7.5.1 Determinaciéon de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y alanin
aminotransferasa (ALT) como marcadores de dafo hepatico.

La figura 8 muestra las actividades de ALT y AST en suero de los grupos de tratamiento
y control en el primer experimento. Después del tratamiento CCl,, las actividades de ALT
y AST aumentaron cinco y seis veces, respectivamente, en comparacion con los grupos
que recibieron aceite de oliva y solucién amortiguadora de fosfato. El extracto de acetona
produjo un aumento del doble de AST respecto al grupo de aceite de oliva, lo que fue un
resultado inesperado que requiere de mayor investigacion. La administracion de
cualquiera de los extractos previene el aumento de actividad de ALT y AST provocado por
el CCl,. El extracto metanolico mostré el mayor nivel de proteccién reduciendo en un 70%
y 75% los niveles de AST y ALT, respectivamente, a diferencia del grupo de CCl,, el
grupo tratado con amortiguador de fosfatos mantuvo los niveles basales de AST y ALT.
Estos resultados indican que ambos extractos protegen significativamente del incremento

en las actividades de AST y ALT inducidas por CCl,.
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Fig. 8. Efecto de los extractos acetonico y metandlico de H inuloides sobre las
actividades de (A) AST y (B) ALT en todos los grupos de estudio : O.O, grupo Aceite de
oliva; P.B, grupo de amortiguador de fosfatos ; Ac.E, grupo de extracto acetonico; Me.E,
grupo de extracto metandlico; CCl,, grupo tratado con CCl,; CCly+Ac.E, grupo tratado con
CCl, + extracto aceténico; CCly,+Me.E, grupo tratado con CCl, + extracto metandlico. Las
ratas fueron sacrificadas 2 dias después de la inyeccion con CCl, (1.5 mg/kg). La
actividad de cada enzima fué realizada 6 veces por triplicado. Los valores representan la
mediatD.E de 18 determinaciones. ®p<0.001 vs. todos los grupos.

7.5.2 Peroxidacion lipidica.

Los niveles de MDA son utilizados como un marcador de dafio por los radicales libres
que reaccionan con los lipidos de las membranas celulares. Las mediciones de los
niveles de MDA en los homogenados de higado en el primer experimento se muestran
en la Fig 9. Los niveles de MDA en el grupo de ratas tratadas con CCl, fueron
significativamente mas altos que los grupos control (A O y A F). Los grupos tratados con
los extractos acetdnico y metandlico tuvieron una respuesta similar al grupo tratado con A.
F. Los grupos tratados con CCl, mas extracto acetdnico o metandlico inhibieron la

elevacion de los niveles de MDA al compararse con el grupo tratado con CCL,.
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Estos hechos muestran que cuando los radicales libres presentes exceden la habilidad
de la célula para removerlos estos pueden causar la peroxidacién lipidica como se
observé en el grupo tratado con CCL,, asi mismo, ambos extractos son buenos

atrapadores de los ROS, siendo mejor el extracto metandlico.

1.25= ——
g_ 1.00
E
= 0.75 = —
E .
é 0.50
-E 0.25
0.00< I I

A.O AF E.Ac.E.Me._+E.Ac.+E. Me.
CCl,

Fig. 9. Contenido de MDA en el higado en todos los grupos de estudio: A.O, grupo Aceite
de oliva; A.F, grupo de amortiguador de fosfatos ; E. Ac., grupo de extracto aceténico; E.
Me., grupo de Extracto metandlico; CCl,, grupo tratado con CCls; CCly+Ac.E, grupo
tratado con CCl, + extracto acetdnico; CCl,;+Me.E, grupo tratado con CCl, + extracto
metandlico. Las ratas fueron sacrificadas 2 dias después de la inyeccion con CCl, (1.5
mg/kg). La determinacion de MDA fue realizada 6 veces por triplicado. Los valores
representan la media+D.E de 18 determinaciones. ®p<0.001 vs. todos los grupos.

7.5.3 Analisis Histopatoldgico.

Con el fin de investigar si la alteracion de las transaminasas hepaticas obtenidas en el
experimento mencionado anteriormente se reflejaban en una alteracion de la integridad
del tejido, se realiz6 un analisis histoldgico clasico, en rebanadas de higado tenidos con
H & E y PAS (Figura 10). Los cortes de higado de las ratas tratadas con aceite de oliva y

amortiguador de fosfato mostré la tipica arquitectura lobular con microscopia de Iluz
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(H & E y PAS, 100x), se observan las trabéculas hepaticas o cordones de hepatocitos
dispuestos en hileras irregulares que se ramifican desde la periferia del lobulillo entre
estas hileras irregulares de hepatocitos se observan espacios claros a manera de
hendiduras que son los sinusoides hepaticos hasta la vénula central, éstos cordones se
observan en forma continua. Se evidencia una gran cantidad de polisacaridos (como
resultado de la tincion para PAS), que corresponde al glucogeno que se encuentra dentro
de las células de los hepatocitos, se observa que la morfologia es muy regular lo que nos
indica un buen funcionamiento del higado.

Los extractos aceténico y metandlico no alteraron la arquitectura normal, aunque si se
observan unas pocas areas de cordones de hepatocitos alteradas. Los higados tratados
con CCl, mostraron extensas zonas con necrosis centrilobular, esteatosis microvesicular
y macrovesicular perivenular con fibrosis severa y necrosis. Los tratamientos con 100 mg /
kg de los extractos acetonico y metandlico de H. inuloides durante 6 dias, en el que los
ultimos tres dias se combinaron con CCl,, atenuaron significativamente estos cambios
patolégicos. En la tabla 2 se presentan los datos cuantitativos del andlisis histolégico en
todos los grupos estudiados que confirman que los extractos acetonico y metandlico de H.

inuloides impidieron el dafo hepatico inducido por CCl,.
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CCl4 CCl4
AO AF E.Ac E. Me CCl4a LE.Ac +E.Me

Fig. 10. Andlisis histolégico (H&E y PAS) de las secciones de higado (3 um) de todos
los grupos de estudio: A.O, grupo Aceite de oliva; A.F, grupo de amortiguador de fosfatos
E. Ac, grupo de extracto acetonico; E. Me grupo de extracto metandlico; CCl,, grupo
tratado con CCl,; CCly+ E Ac., grupo tratado con CCl, + extracto aceténico; CCly+ E Me.,
grupo tratado con CCl, + extracto metandlico. Las ratas fueron sacrificadas 2 dias

después de la inyeccién con CCl, (1.5 mg/kg). Aumento 100x.
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Tabla 5. Area de dafio en el higado (%) calculada del estudio histol6gico con las tinciones

de E&H y PAS
Grupo E&H (%) PAS (%)
A. O 0.0£0.0 0.0+0.0
A F 1.0+0.0 1.0+1.0
Ext. Act 1.1+0.0 1.320.0
Ext. Met 1.020.0 1.0£0.0
CCly 99.3+4.1° 99.2+3.9°
Ext. Act+CCl4 52.0+5.2 5014.3
Ext. Met+CCly4 21.8516.6 22.0415.9

Aceite de oliva (A.O), 0.1 mL/kg; amortiguador de fosfatos (A.F), 0.1 mL/kg; extracto
acetodnico (Ext. Act) 100 mg/kg v.o ; extracto Metandlico (Ext. Met) 100 mg/kg p.o. Los 4
grupos fueron considerados grupo control negativo. CCl,/aceite de oliva (1.5 mL/kg i.p.)
grupo control positivo , Ext. Act +CCl,, corresponden al extracto aceténico en
combinacién con CCl, (100 mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p), Ext. Met+CCl,, corresponden al
extracto metanolico en combinacién con CCl, (100 mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p). Los valores
representan la media £+ D. E  del porcentaje encontrado en 5 campos de estudio
escogidos al azar. #p<0.0001 vs. contra todos los grupos.
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7.5.4 Analisis Inmunohistoquimico.

A fin de explorar si el efecto de captura de radicales libres detectado en un sistema in vitro
podria tener lugar en un sistema in vivo, se estimé la produccién de los aductos 3-NT y 4-
HNE en el higado de las ratas expuestas a amortiguadora de fosfato, extracto
metandlico y quercetina y CCl,, CCly+ Ext metandlico, y CCl, + quercetina (Figura 11). La
Inmunohistoquimica para el extracto metandlico y quercetina no mostré ningun cambio
visible en el nivel de ambos marcadores celulares en comparacién con sus respectivos
controles. Por otra parte, la densidad de tincién positiva para 4-HNE 'y 3-NT fue de 99y
24 mayor en los animales expuestos a CCl,. La intensidad de la inmunotincion para
ambos marcadores disminuyé  aproximadamente un 80-90% cuando el extracto
metandlico o la quercetina fueron administrados a lo largo del experimento junto con el

agente téxico (Tabla 6).
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CCl, +

AF Ext. Met Quer ccCl, 32:4 + Ext. Quer

3NT

4-HNE

Fig. 11. Detecciéon Inmunohistoquimica de 4-HNE y 3-NT, de las secciones de higado (3
pm) de todos los grupos de estudio: A.F, grupo de amortiguador de fosfatos; Ext. Met,
grupo de extracto metandlico; CCl,, grupo tratado con CCl,; CCly+ Ext Met, grupo tratado
con CCl, + extracto metabdlico; CCly+ Quer, grupo tratado con CCl, + quercetina. Las
ratas fueron sacrificadas 2 dias después de la inyeccién con CCl, (1.5 mg/kg). Aumento
400x.
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Tabla 6. Area de dafio en el higado (%) calculada del estudio inmunohistoquimico

Grupo 3NT % 4-HNE %
A.F 3.5+1.2 1.0+1.0
Ext. Met 4.3+0.7 1.0+0.0
Quercetina 2.7+ 1.1 2.1+0.5
CCly4 85.3+4.8° 99.2+3.9%
Ext. Met + CCly 15.55+3.5 22.0415.9
Quercetina + CCly4 7.93+2.7 12.01+1.8

Amortiguador de fosfatos (A.F), 0.1 mL/kg; 100 mg/kg p.o; extracto Metandlico (Ext.
MeT) 100 mg/kg v.o. Quercetina 100 mg/kg v.0. Los 3 grupos fueron considerados
grupo control negativo. CCl,/aceite de oliva (1.5 mL/kg i.p.) grupo control positivo , Ext.
Met+CCly4, corresponde al extracto metandlico en combinacién con CCl, (100 mg/kg v.o,
1.5 mL/kg i.p), Quer+CCl,, corresponde a quercetina en combinacién con CCl, (100
mg/kg v.o, 1.5 mL/kg i.p). . 3-NT: 3- Nitrotirosina; 4-HNE: 4-hidroxinonenal. Los valores
representan la media + D.E del porcentaje encontrado en 5 campos de estudio escogidos
al azar de cortes de 3 animales que recibieron el tratamiento. ®p<0.0001 vs. contra todos

los grupos.
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7.5.5 Analisis de las enzimas antioxidantes en el modelo hepatico en las

ratas expuestas a CCl, .

En un intento por obtener méas informacién sobre el mecanismo de proteccion del extracto
metandlico contra la hepatotoxicidad producida por el CCl,, estudiamos la respuesta de
naturales antioxidantes celulares, incluyendo las enzimas CAT, SOD, GPx, GR y GST en
los higados de los animales del segundo experimento (Tabla 7). Los resultados de la
determinacion de actividades enzimaticas en primer lugar, demostrd que la administracién
de CCl, produjo un marcado descenso en los niveles de todas las enzimas antioxidantes
en comparacién con el grupo control que recibi6 amortiguador de fosfatos. CAT fue la
enzima mas afectada a diferencia de las demas, con una reduccion del 74%, seguido por
GST con una reduccion del 62%, SOD y GPx mostraron una reduccion del 50% y GR se
vio menos afectada con una reduccién del 31%. El extracto metandlico disminuy6 la
toxicidad del CCl, mostrando un incremento en la actividad de las diferentes enzimas
observadas, de 8-50%. La determinacién de las actividades enzimaticas en la segunda
parte del experimento se llevd a cabo para evaluar los efectos de la quercetina. Los
estudios realizados demostraron que la quercetina mantiene los niveles de actividad
enzimatica hepatica, incluso en la presencia de CCl,. La quercetina disminuyé la

toxicidad de CCl, mostrando una mejoria del 30-100% en la actividad enzimatica.
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Tabla 7 Efecto del extracto metandlico y quercetina de H inuloides, en las actividades

de las enzimas antioxidantes en el higado de las ratas tratadas con CCl,

Grupo CAT SOD GPx GR GST
k/mg U/mg U/mg U/mg HM/min/mg
proteina proteina proteina proteina proteina
AF 0.6+0.8 107.71£8.9 0.11£0.016 0.048+0.004  0.20%0.03
E.Me. 0.56+0.10 87.319.10 0.11£0.01 0.054+0.002  0.17+0.025
CCl, 0.16+0.29% 55.1+5.19% 0.052+0.019%  0.033+0.003*  0.075+0.030%
E. Me. 0.42+0.95 81.64+1.91 0.052+0.003  0.052+0.003 0.14£0.015
+ CC|4
Segundo grupo
de
Determinaciones
AF. 0.25+0.016 82.27+0.046 0.14+0.07 0.025+0.003 0.27+0.07
Quercetina 0.38+0.012 69.13+0.013 0.13+0.018 0.018+0.008  0.23+0.19
CCl,4 0.054+0.050° 46.33+0.042° 0.088+0.045° 0.010+0.001% 0.093%0.12°
Quer +CCly 0.38+0.043 65.10+0.06 0.17+0.055 0.017+0.001 0.22+0.015

Primer grupo de determinaciones: Cada determinacion fué hecha dos veces por triplicado

y los valores representan la media = S.D (n=3). Amortiguador de fosfatos (P.B) 0.1 mL/kg;

extracto metandlico (Me.E) 100 mg/kg v.o.; CCly/aceite de oliva (1.5 mL/kg i.p.);

Me.E+CCl, (100mg/kg/ 200 uL v.o, 1.5 mL/kg i.p ), corresponde al extracto metandlico en

combinacion con CCl, (primer experimento).

Segundo grupo de determinaciones: Quer/ P.B (100mg/kg/ 200 uL v.0); corresponde a la

quercetina /amortiguador de fosfatos; Quer+CCl, (100mg/kg/ 200 uL v.o, 1.5 mL/kg i.p )

corresponde a la quercetina en combinaciéon con CCl, (segundo experimento). p<0.0001

vs. todos los grupos
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8. DISCUSION.

Los ROS contribuyen al desarrollo de diversas condiciones patolégicas como la
arteriosclerosis,  diabetes, procesos de envejecimiento y respuestas inflamatorias
(Halliwell 'y Gutteridge 2001; Valko y cols., 2007; Seifried y cols., 2007). Numerosos
estudios han mostrado que estos ROS pueden estar involucrados en otras enfermedades
como cancer, enfermedades neurodegenerativas, cirrosis hepética, entre otras. (Valko y
cols., 2007; Seifried y cols., 2007). Un gran nimero de reportes han propuesto que el uso
de compuestos antioxidantes, ya sean naturales o sintéticos, podria ayudar a prevenir
esas condiciones y mantener la salud humana. Sin embargo, como los antioxidantes
sintéticos no son los preferidos para el uso farmacologico debido a las repercusiones
toxicolégicas, el interés se ha centrado en la identificacién de extractos y metabolitos
naturales como suplementos con propiedades antioxidantes. La mayoria de estos
antioxidantes naturales provienen de frutas, verduras, especias, granos y hierbas como el
ginseng, la curcuma, el ginkgo, el romero, el té verde, la uva, el jengibre y el ajo. Estos
compuestos naturales contienen una gran variedad de antioxidantes, tales como:
compuestos fendlicos, polifenoles, flavonoides, carotenoides, entre otras (Rababah y
cols., 2004). Hoy en dia las industrias farmacéuticas o cosméticas utilizan antioxidantes
como la vitamina C, el ascorbato de sodio (Elmore 2005), el timol (Andersen 2006),
extractos acuosos utilizados como nutrimentos nutricionales como el Vimang y el
Mangostan (Rodeiro y cols., 2008; Pedraza-Chaverri y cols., 2008).

H. inuloides es una planta con varios efectos medicinales muy utilizada en México, como
medicina tradicional para el tratamiento de tromboflebitis, acné, contusiones y dolores
musculares y como antiinfllamatorio. Los extractos metandlico y aceténico se componen
principalmente de flavonoides y terpenos los cuales se encuentran en diferentes
concentraciones. Dado que los polifenoles son conocidos como responsables de tener

actividad antioxidante, en este estudio se encontré que la concentracién de polifenoles
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totales y flavonoides era mayor en el extracto metandlico, lo cual nos sugiere que dicho
extracto es el que posee un mayor potencial antioxidante. Algunos de estos terpenoides y
flavonoides individualmente se reportaron como antiinflamatorios, lo cual fue confirmado
con un extracto aceténico, que inhibié el edema inducido por TPA en la oreja del ratén
(Delgado y cols., 2001). Una caracterizacion sistematica de sus propiedades atrapadoras
asi como de sus componentes no habia sido descrita. por lo que esta caracterizacion es
parte de la bio-evaluacion de su efectividad como medicina tradicional e identificacion de
moléculas con potencial farmacologico.

Los polifenoles son componentes muy importantes de la planta que tienen capacidad
atrapadora asociada a la presencia de los grupos hidroxilo de su estructura quimica, que
ademas le confieren la capacidad de quelar iones de metales de transicion (Rice-Evans y
cols., 1997). Por otra parte, los datos de la literatura proponen que las caracteristicas
estructurales de los flavonoides para ser antioxidantes incluyen: i) un grupo catecol en el
anillo B (sustituyentes hidroxilo en las posiciones 3’y 47), ii) un enlace doble en la posicién
2 y 3 conjugado con la funcién 4-oxo, en el anillo C vy iii) la presencia de sustituyentes
hidréxilo en las posiciones 3 del anillo C y 5 del anillo A. (Figura 12) Estas caracteristicas
son importantes para sus actividades de atrapadores de radicales libres (Choi y cols.,
2007; Furuno y cols., 2002; Wang y cols., 2006).

Figura 12. Caracteristicas estructurales importantes de los flavonoides
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Haraguchi y cols (1997) demostraron  que el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, el 7-
hidroxicadaleno, los flavonoides, la quercetina y el kaempeferol, obtenidos de H.
inuloides, poseen actividad atrapadora para el radical DPPH®, contribuyendo a esta
actividad la presencia de los sustituyentes hidroxilo (OH) presentes en estos
compuestos. El acido ascorbico es un compuesto esencial en los tejidos vegetales, se ha
informado que actla como un eficaz atrapador del radical DPPH * (Soares y cols.,
2003), por lo que fue utilizado como compuesto de referencia en este estudio. Se ha
planteado que dentro de la estructura de diversos flavonoides el nUmero de grupos
hidroxilo tienen importancia para mejorar su funcion de atrapamiento, por ejemplo: la
mircetina contiene 6 sustituyentes OH, quercetina, rutina y catequina tienen 5
sustituyentes OH, kaempferol, luteolina tienen 4 sustituyentes OH, resaltando que la
presencia del grupo catecol en el anillo B parece ser esencial para mejorar su actividad
antioxidante (Silva y cols., 2002).

El ensayo de ABTS es un modelo de atrapamiento rapido vy eficiente del radical catién
ABTS® *, y se ha utilizado para el andlisis de la actividad antioxidante de diversos
flavonoides. El mecanismo de accién que se ha sugerido ha sido por la evaluacién de la
reactividad de los hidroxilos sustituyentes (OH), en el anillo B de los polifenoles, siendo
mas reactivo el OH en posicién 3", que el de otra posicion. Cuando el polifenol tiene méas
de dos sustituyentes OH en el anillo B (grupo catecol), se convierte en un mejor atrapador
del ABTS®**, el mecanismo que se sugiere es probablemente la donacién de un electrén,
que forma una semiquinona que al donar otro electrén forma una quinona estable (Figura

13). (Pannala y cols., 2001).
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Figura 13. Formacion de la estructura quinona estable
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El anién superdxido es una especie de oxigeno reactivo, que puede causar dafnos a la
célula y a ADN, lo que conduce a diversas enfermedades (Halliwell y Gutteridge 2001,
Basaga H.S 1990).

Los flavonoides pueden reaccionar al transferir electrones por los sustituyentes OH del
anillo B, con los radicales O,*", el OH* , el H,O, y el ONOO , formando un radical aroxil

estable, que a su vez puede reaccionar con un segundo radical y formar una estructura de
quinona estable (Figura. 13, 14). (Rice-Evans y cols., 1996; Cao y Sofic 1997; Robak y
Gryglewski 1988; Furuno vy cols., 2002; Cos vy cols., 1998; Nijveldt y cols., 2001; Pannala

y cols., 2001; Roginsky 2003).

Figura 14. Radical aroxil
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Diversos estudios confirman que la presencia de un grupo catecol es un requerimiento
minimo para poder atrapar el O," y el 'O,. (Robak y Gryglewski 1988; Tournaire y cols.,
1993; Furuno y cols., 2002; Nagai vy cols., 2005), Sin embargo, Furuno y cols., (2002),
han propuesto que el grupo pirogalol (anillo B con sustituciones OH en posiciones 3, 4’y
5%), puede ser de 5 a 9 veces mas efectivo que un grupo catecol solo para el radical
anion O,

Una enzima importante que se incrementa durante el estrés oxidante es la xantina
oxidasa, la cual estd involucrada en diversas enfermedades mediadas principalmente por
el O,* . Con el fin de conocer la capacidad inhibidora de diferentes flavonoides y
relacionarlos con la estructura funcional contra la enzima xantina oxidasa, se han
estudiado estos compuestos con diferente numero de sustituyentes OH en el anillo A,
debido a la semejanza con la xantina oxidasa. Cos y cols (1988) demostraron  que los
sustituyentes OH 5y 7 del anillo A y la doble ligadura en el carbon 2 y 3 del anillo C, son
esenciales para tener una mayor capacidad inhibitoria de la xantina oxidasa Van Hoorn y
cols (2002) implican al grupo catecol como un importante grupo que contribuye a la
inhibicion de la xantina/xantina oxidasa.

Otro mecanismo que se ha propuesto es el demostrado por Pauff y Hille (2009), los
cuales relacionan a la quercetina, la silvina y la luteolina como inhibidores de la enzima
xantina oxidasa, al competir e interactuar directamente con el sitio activo que contiene al
molibdeno (molécula que se encuentra asociada a la xantina oxidasa), de esta forma se
inhabilita la produccién del radical aniéon O,* ~. Haraguchi y cols (1997), demostraron
que los flavonoides de H.inuloides atrapan O,° ~ generados enzimaticamente o no
enzimaticamente en microsomas hepaticos. Nuestros resultados coinciden con los
reportados en otros estudios, en los que demuestran que la quercetina y kaempferol
inhiben la produccion de O,* ~ generados por el sistema de la xantina / xantina-oxidasa
(Pannala y cols., 2001; Cos y cols., 1998; Selloum y cols., 2001). Estos hechos sugieren
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que la disminucion en la concentracién de O,* ~ se asocian a la presencia de diferentes
metabolitos de H. inuloides.

De todas las especies reducidas del oxigeno, la mas danina es el radical hidroxilo. Su alta
toxicidad se debe a que posee una vida muy corta (10 segundos) y una alta reactividad,
que le permite interactuar con todo tipo de sustratos (Valentdo y cols., 2002). Se ha
propuesto que las estructuras quimicas de varios flavonoides las hacen eficientes
quelantes de metales como Fe* o el Cu*, los cuales catalizan la formacién del radical
hidroxilo a partir de peroxido de hidrégeno en la reaccién de Fenton (Melidou y cols., 2005;
Perron y cols., 2008; Widmer y cols., 2010). La propuesta de varios sitios de unién para
estos metales se enfocan en los OH que se encuentran en posicion 3’y 4°del anillo B
(grupo catecol), el OH en posicién 3 del anillo C conjuntamente con un grupo oxo en
posicion 4 del anillo C, otra propuesta es la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 5
del anillo A, Van Acker y cols (1996) concluyen que un flavonoide con un grupo catecol
tiene una mejor contribucién a la quelacién de los metales. Por lo que la acciéon quelante
de los flavonoides es muy importante ya que el hierro queda incapacitado para participar
en la reaccion de Fenton y en la fase de propagacién de la peroxidacion lipidica. En
nuestro estudio, los OH® generados por la reaccion del complejo hierro/EDTA con H.O, en
presencia de &cido ascorbico, nos demostraron que en todos los casos se tuvo buen
atrapamiento del radical. La quercetina en particular es conocida por quelar fierro y por lo
tanto inhibir directamente la lipoperoxidacion (Mathew y cols., 2006). También se
demostrdé que la quercetina, el kaempferol, el 7-hidroxi-3,4 dihidrocadaleno y el 7-
hidroxicadaleno, aislados de las flores de H. inuloides inhiben la peroxidacién lipidica
(Haraguchi y cols., 1996; 1997). Estos mismos compuestos bioactivos se encuentran en
ambos extractos, por lo que este efecto se puede atribuir principalmente a la donacion de
electrones de los sustituyentes OH, la estabilizacion de los radicales libres y la formacion

de un radical aroxil flavonoide estable.
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El H,O, es un agente oxidante débil que inactiva las enzimas directamente por la oxidacion
de los grupos tiol (-SH). En trabajos con células Jurkat donde se evalué la capacidad de
diversos flavonoides para proteger del dafo al DNA causado por el H,O,, se demostré
que los flavonoides son capaces de unirse al fierro, principalmente por la presencia de un
grupo hidroxilo en posicion 3 y otro en posicién 4 del anillo C, sin embargo la presencia de
un grupo hidroxilo adicional en posicion 5 en el anillo A incrementa la proteccién (Melidou
y cols., 2005); las caracteristicas para atrapar a metales como el Fe?* o el Cu*, y prevenir
la reaccién de Fenton, también se hano reportado por Perron N.y Lopes G (Perron N.R 'y
cols., 2008. y Lopes G.Ky cols., 1999).

El acido hipocloroso (HOCI), se produce en el organismo por oxidacién de los iones CI’
con ayuda de la enzima mieloperoxidasa de neutréfilos y se ha demostrado que es un
poderoso oxidante que reacciona facilmente con muchas moléculas biol6gicamente
importantes (Aruoma y cols., 1989). Se ha propuesto que una estructura caracteristica de
diversos flavonoides estudiados tiene la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 5 en
el anillo A y que la presencia de mas de dos grupos hidroxilos confiere mayor actividad
contra el acido hipocloroso (Firuzi y cols., 2004). Otra observacion que se ha propuesto
es que el grupo OH en posicion 3 del anillo C probablemente tenga un mayor efecto en el
atrapamiento del HOCI, ya que el bloqueo de esta posicion en la quercetina baja la
actividad de atrapamiento (Rice-Evans y cols., 1996; Haenen y cols., 1997; Hirose y
cols., 2002). También se ha demostrado que los polifenoles pueden reaccionar con el
HOCI y formar productos clorinados, ya que un andlisis por espectrometria de masas
indicé que la clorinacion que ocurre en los carbonos 6 y 8 incrementa la capacidad

antioxidante (Binsack y col., 2001).

El peroxinitrito (ONOO') es un compuesto bioldgico oxidante y nitrante muy fuerte,

formado por la reaccién entre el anién superéxido (0,*) y el 6xido nitrico (NO®), puede
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facilmente cruzar la membrana bioldgica e interactuar con moléculas blanco como el
DNA, proteinas y lipidos (Liaudet L y cols., 2009). En este sentido, se ha demostrado la
eficiencia de los flavonoides para proteger de la toxicidad del ONOO'. La presencia de un
grupo catecol en el anillo B y un grupo OH en posicién 3 del anillo C, protegen,
incrementando la eficiencia por la presencia de grupos hidroxilo en posicién 5y 7 del anillo
A (Heijnen C.G y cols., 2001). La habilidad de diversos flavonoides para reaccionar con el
ONOQ/, se observé indirectamente, al medir por HPLC y espectrometria de masas los
productos formados por la nitracion de la tirosina,concluyendo que los grupos OH en
posicion 3’y 4” del anillo B, el doble enlace en el carbono 2 y 3 del anillo C y el grupo
carbonil en posicion 4 del anillo C estdn fuertemente implicados en la actividad
antioxidante, ademas de la formacién de quinonas las cuales pueden reaccionar con el
glutation y formar conjugados los cuales constituyen también una ayuda en el proceso
de desintoxicacion (Pollar y cols., 2006)

El oxigeno singulete ('O.) se genera en los sistemas biolégicos por una serie de procesos
enddgenos (por ejemplo, las reacciones enzimaticas y quimicas) y estimulos exégenos
(por ejemplo, UV o luz visible en la presencia de un sensibilizador); sus blancos principales
son las cadenas laterales de proteinas (Davies y Truscott 2001; Gracanin y cols., 2009.).
Sin embargo, hay pocos reportes en los cuales se han descrito a los flavonoides como
atrapadores de estos radicales (Tournaire y cols., 1993; Nagai y cols., 2005), estos
autores mencionan la importancia de un grupo catecol en la estructura del anillo B y
quiza la doble unién en el anillo C, pueden ser esenciales para atrapar al 'O,. Estas
observaciones fueron confirmadas por Huvaere Ky cols., 2009, quienes mencionan que
el nimero y disposicion de los grupos hidroxilo particularmente los grupos 3’y 4’del anillo
B son esenciales, el grupo oxo en posicion 4 del anillo C, también favorece esta actividad
(Brown y cols., 1998). Asi mismo, la demostracion del atrapamiento del radical

superéxido por el método de EPR apoya el hecho de que ambos extractos efectivamente
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redujeron la intensidad de la sefal del aducto DMPO-OOH generado por el sistema
Xantina/xantina oxidasa, resultados similares han sido reportado por Zang y Jin (Zang L y
cols., 1999; Jin Y.S y cols., 2005, 2006). Como se menciond anteriormente, el O,* puede
reducirse para formar el H,O, y éste en presencia de metales de transicién por medio de
la reaccién de Fenton produce OH®. Por lo tanto, el mecanismo de acciéon de los
flavonoides es mediante la eliminacion o el atrapamiento de O,*” por ambos extractos o
por los metabolitos de H. inuloides logrando proporcionar eficaz proteccién contra el dafo
oxidante a las biomoléculas. La mayor parte de la informacién previa en relaciéon con las
propiedades antioxidantes de Heterotheca inuloides se gener6d in vitro. Con el fin de
obtener informacion en el animal completo, se opté por utilizar un modelo de
hepatotoxicidad en ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono (CCl,). La base de
hepatotoxicidad CCl, radica en su biotransformacién por el citocromo P-450 que forma
dos radicales libres. El primer metabolito, CCL;OH®, forma uniones covalentes con los
lipidos y las proteinas, o puede interactuar con O, para formar un segundo metabolito,
CClO°, o puede perder atomos de hidrégeno para formar cloroformo. Estos
acontecimientos producen la peroxidacion lipidica en la membrana vy el dafo hepatico
consecuente (Szymonik-Lesiuk y cols., 2003; Clawson, 1989). La primera evidencia de
dano hepatico inducido por la administracién CCl, se obtuvo al evaluar las enzimas AST
y ALT. Las actividades de AST y ALT a 48 h del tratamiento final con CCl,, mostré una
elevacion significativa con respecto a los controles. Dado que estas enzimas entran en el
sistema circulatorio, como resultado de alteraciones de la permeabilidad de las
membranas, sus niveles crecientes reflejan un dafo a la integridad estructural del higado
(Clawson, 1989; Raja y cols., 2007; Manna y cols., 2006). La administracién de los
extractos de acetona o metanol previno de manera significativa la elevacién de AST y ALT,

inducida por CCl, indicando la actividad hepatoprotectora de los extractos de H. inuloides.
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La peroxidacion lipidica derivada de los radicales libres del CCL, (CCls;"y CCl305°), es
uno de los principales mecanismos de lesion inducida en el higado (Nagano y cols., 2007),
el aumento en el dafo a la membrana por la peroxidacion lipidica esta relacionado con las
lesiones en diferentes tejidos de muchas patologias (Haliwell B.1997).

El MDA es un aldehido muy reactivo que aparece durante la peroxidacion lipidica de las
membranas bioldgicas (Valko y cols., 2007). En el presente estudio, la toxicidad inducida
en el grupo tratado con el CCl,, provocé un aumento en los niveles de MDA en
comparacion con los grupos control, el tratamiento con los extractos de acetona y metanol
de H inuloides invirti6 significativamente estos cambios. El aumento en los niveles de MDA
en el higado sugiere una mayor peroxidacion de los tejidos, esto puede ser debido a una
falla o disminucién de los mecanismos de defensa antioxidantes para prevenir la formacion
de los ROS, sin embargo, los polifenoles encontrados en ambos extractos tuvieron un
papel importante en la proteccion celular como ya se habia reportado (Haraguchi vy cols.,
1996, 1997), dadas sus caracteristicas de ser buenos atrapadores de los diferentes ROS.
Silva y cols (2002), observaron que en modelos de lipoperoxidacién inducidos por
compuestos que generan radicales peroxilo, diversos flavonoides interfieren, tanto en la
iniciacion como en la propagacion de la peroxidacién lipidica, proponiendo que la
estructura quimica basica con los mismos patrones de hidroxilacion poseen una elevada
capacidad antioxidante, como ejemplo de ellos la presencia del grupo catecol en la
quercetina, la catequina y el taxifolin, los cuales presentaron un menor ICs, que los
flavonoides que no lo presentan como el kaemferol. La presencia de la doble ligadura en el
anillo C y un sustituyente OH en la posicicion 3 son importantes cuando en la estructura
quimica carece del grupo catecol (Cao y cols., 1997; Silva y cols., 2002). La quercetina en
particular es conocida por quelar fierro y por lo tanto inhibir directamente la
lipoperoxidacion (Mathew y cols., 2006). En experimentos con lipoproteinas de baja

densidad susceptibles de ser oxidadas con iones Cu®, mostraron que la presencia de
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diferentes flavonoides suprimen la oxidacion lipidica al interaccionar los grupo OH del
anillo B directamente con el Cu?*, principalmente el OH en posicién 3’y 4” (Brown y cols.,
1998). El efecto toxico del CCl, también fue confirmado por las observaciones histolégicas
asociadas con la discontinuidad en la arquitectura normal y disminucién en el niumero de
cordones de hepatocitos, junto con una intensa esteatosis perivenular macrovesicular con
fibrosis severa y necrosis. El pretratamiento de ratas con extractos de acetona o metanol
claramente protegié del efecto hepatotoxico inducido por CCl,. Nuestros resultados
también mostraron que ambos extractos afectaron ligeramente la arquitectura normal con
algunas zonas de discontinuidad en los cordones de hepatocitos.

Teniendo en cuenta que la quercetina es un conocido agente hepatoprotector (Janbaz y
cols 2004, Mandal y Das 2005) y uno de los principales componentes presentes en el
extracto metandlico (tabla 1), fue incluido en los experimentos. La 3-NT es un marcador
relativamente especifico de dafo oxidante mediado por el peroxinitrito (ONOQO™), dado por
los residuos de tirosina de las proteinas nitradas dando lugar a la produccion de 3-NT
(Oldreive y Rice-Evans 2001). EI ONOO™ causa dafo a las proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (Szabé y Oshima. 1997), que puede conducir a la apoptosis celular y a la
necrosis (Blaylock y cols., 1998). La capacidad del extracto metandlico de H. inuloides y la
quercetina para prevenir la inmunotinciéon de 3-NT fue muy evidente. Los resultados
indican claramente que la acumulaciéon de la 3-NT en el grupo tratado con CCl, fue
significativamente mayor que en los grupos tratados con el extracto metandlico y
quercetina. Los ensayos in vitro confirman la hipo6tesis que tanto el extracto metandlico
como la quercetina poseen propiedades para capturar al ONOO™ asi como al O,*".

Otro marcador de uso comun, que indica de la presencia y/o el grado de peroxidacién
lipidica es la 4-HNE (Zarkovic 2003). Los datos presentados aqui son consistentes con el
aumento de la tincién de aductos 4-HNE en el grupo de animales tratados con CCl,, sin

embargo, en las muestras de higado de los grupos expuestos a extracto metandlico o
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quercetina, no hay un aumento notorio lo que sugiere una mejoria del estrés oxidante por
estos componentes.

El efecto de antioxidantes sobre el estrés oxidante, es medido a través de ciertos
biomarcadores como las actividades enzimaticas de CAT, SOD, GPx, GR, las cuales
indican indirectamente la produccion de radicales libres (Halliwell y Gutteridge 2001;
Valko y cols 2007). Varios estudios han demostrado que las enzimas antioxidantes como
SOD, Catalasa, GPx y GR representan una proteccién contra el dafo por la oxidacion a
los diferentes tejidos (Halliwell y Gutteridge 2001). EI CCl, indujo una disminucién
significativa en los niveles de actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx, GR,
probablemente debido a su inactivacion por radicales libres (Hodgson y Fridovich 1975;
Kono y Fridovich 1982; Tabatabaie y Floyd 1994). De hecho, ya se ha descrito una
disminucion en la actividad hepatica de GST en roedores tratados con CCl, (Aniya y
Anders, 1985). El extracto metandlico y la quercetina fueron capaces de prevenir en parte
la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes; este efecto preventivo se
refleja en los resultados histolégicos obtenidos.

En el presente estudio hemos demostrado que ambos extractos y los metabolitos aislados
de H. inuloides, fueron mas eficientes para atrapar a los ROS que los compuestos de
referencia respectivos. La potencia de atrapamiento sobre los ROS reside principalmente
en el extracto metandlico, en particular en D-chiro-inositol, espinasterol y quercetina, que
presentaron mayores capacidades atrapadoras de radicales libres, lo que explica la
proteccion al higado contra el dafo oxidante inducido por el CCl,, manteniendo los niveles
de enzimas antioxidantes. Se sugiere que los extractos de metanol y acetona de H.
inuloides podrian conferir proteccion contra la hepatotoxicidad aguda inducida no sélo por
CCly, sino por otros contaminantes ambientales o agentes biolégicos capaces de inducir
dafio oxidante, ademas de ser una alternativa interesante para el tratamiento de

enfermedades mediadas por radicales libres, la enorme diversidad de los flavonoides
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sugiere conocer mas a fondo la relacion estructura-funcion, para poder seleccionar con
mayor seguridad a metabolitos con una mayor actividad protectora. Los resultados
reportados aqui apoyan las propiedades biomédicas de esta planta y establece las bases
para una mayor investigaciébn sobre el uso potencial como agente preventivo en la

poblacién humana.
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Arnica (Hetorothieca muieides) is 2 widely used medicinal plant in México; it has been recognimed as
anti-inflammatory, analgssic, cybotoxic, scavenger of superoxide anion and also as a preventive of lipid
peroxidation. ! vivo studi=s have demonstrated a b=patoprotective action of the methanclic sxiract of
thiz plarit s wel | a5 of quercsting one of its miain cormponents, and the evidence chtained pointedouttoan
antioxidant mechanism. In this work, we focussd on the free radical scavenging capacity of acstonic and
mthianolic extractsof Y, mekddes incomparison with reference compounds, The tevo extracts wers 2-12
times more =ffective (10sp, pg/mL) than the reference compounds to cope with the following radicals
or molecules tested: 2 2'-azinchis-{3-ethylbenz ochiz olineS-sulfonic acid) (ABTE "), 2. 2-diphenyl-1-
picrylhydrazy] (OFFH" ), perocynitrite (CRN00C ), supercacide (02 ), singlet oxygen 0,1 hypochlorous
acid (HOCT), hydrogen perowide (H, Oy ), hydrosog] (OH: ). Additionally, friee secondany metabolioss isolabsd
from the methanclic extract displaysd potent concentration-dependent antioxidant effects against reac-
tres oxygen species producsd & vigro [10ep walues in the range of 0.018-4.31 mgimL). o-Chirc-inosital
showed the higher anticxidant effect against 0;"", Hz03 and OH while spinasteral and quercstin were
the mest active against *0p and ONOD-, respectively, The anticxidant properties of the extracts and
metabolivss t=sted partially support the wids use of this plant in traditional medicine

© 2010 Elz=vier Irsland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

corsequence of exposure to exogenous chemicals in our envi-
ranment andjor to a number of endogencus metabolic processes

The potentially reactive cxygen species (ROS), such as superox-
ide radical (0g* ), lydrogen peraxide {Hz 0z Jand hydrosy] radical
{H*), are cantinuously generated inside the human body as a
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involving ereymes and bioenergetic electron transfer (Halliwell
and Gutteridge, 1999), Under normal circumstances, the ROS gen-
crated are detoxified by the antioxidant shield present in living
organisms, thus generating equilibrivm between the arisen ROS
and the presence of antioxidant activity, However, owing to ROS
overproduction and/or inadequate antiaxidant defense, this equi-
librium is harmperad favoring the ROS upsurge that culminates in
ood dative damage. ROS readily attacks and induces coddative dam-
age o several biomd ecules including proteins, lipids, lipeproteins
and DMA (Halliwell and Guiteridge, 1999; Basaga, 1990}

RO% contributes to the development of vari ous diseases such as
atherosclerosis, diabetes, cancer, neurodegenerative di ssases, liver
cirrhosis and the ageing process (Basaga, 1990), To prevent the
damage caused by axygen free radi cals, arganisms have developed
an anticsidant defense system that includ es nonezymatic antios-
dants (e, glutathione, uric acid, bilirrubing and enzymes such as
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supercedde dismutase ( 50D, catalase, and glutathions perod dase
(GPx) (Sorg, 2004), A second level of prevention against ROS-
induced damage is constituted by other scavenging compounds
present in the diet, which contribute to reduce the incidence of
free radical-mediated diseases (Valko et al., 2007

The use of anticxd dants, both natural and symthetic, in the pre-
vention and cure of various discases is expanding, and there is
considerable interest in the anti ccidant activities of malecules such
as vitarnins Eand C, plant pedyphenalic and carotencid component s
(ving-shan et al ., 2005). Another potential use of plantextracts rich
in phenelics is in the food industry, far the improvement of food
quality by retarding lipid cxidation.

Heterotheca inuloides Cass | Asteraceae) grows abundantly in the
cooler and temperate regions of México (Almaguer, 20011 The
dried flowers of H. inuloides known as “arnica” have long been
used as a fiolk medicine for the topical treatment of contusions
and bruises, as well as postoperative thrombophl ebitis (Almaguer,
20011 More frequently, this plant has been externally used for the
treatment of skin wounds and injuries (Delgado ef al, 2001}, Its
antimicrobial { Kubo et al., 1994) anti-inflammatory and analgesic
(Gené ot al., 1998 ), as well as its cytotoxic propertics against turmor
celllines havealso been reported ( Kuba et al., 19961 H. inuioides has
been recegnized as an antiosd dant { Kubo et al., 1996 Haraguchi et
al., 1987 ) due to its inhibitory activity against lipid peroxidation in
liver microsomes, mitechondria, and red bload cell inviro systems
(Haraguchi et al., 1996]

In previows In vhvo experiments we absenved that the acetonic
and methanclic extracts of H. inuloides displayed hepatopr otective
cffect against CCly toicity in rats (Coballase-Urratia et al., 20100,
Precreatment of animals with the methanolic extract or quercetin,
was associated with the prevention of d4-hydroogmonenal and 3-
nitrotyrosine increase in the liver, twomarkers of axidative stress,
Furthermaore, the decrease in the activity of several anticod dant
erzymes including 500, catalase and GPx in CCly-induced liver
injury was alleviated by the treatment with H. inuliod des micthanalic
cxtract ar querceting, These results suggest that the hepatopro-
tective capacity of H inulaldes is asscciated with its anticed dant
properties, but a fully characterization of those properties had not
been reperted,

The plant contains several constituents such as polyacetil enes,
cadinanes, triterpenes, sterols, sesquiterpenes and flavonaids,
some representative structures are presented in Fig. 1.

In this work, we cxamined the scavenging activiey of H. inwfoldes
acetonic and methanolic extracts and of five secondary metabo-
lites abtained from the methanolic extract, against a variety of ROS
generated In viro, Results obtained indicate that the methanalic
cxtract and some of its main companents namely o-chire-inositol,
spinasterol and quercetin, showa high efficiency in trapping ROS,

2. Materials and methods
21 hemicals

Sodium pyTuvate, dimethyl thiourea (DMTU), nordibpdroguaiarstic acid
(NDCA), ascorbic acid, histidine, xylencl orangs, ammonium iron (] sulfaie
hexahydrate, 2,2 -azinobis{3 Ibenzcthiazoline-G-sulfonic acid) [ABTS], 22-
diphenyl 1-picrylhydrasd [ DFPH), bovine serum albumin [B5A), dimethydsutioxde
(OIS0, MM-dimettnd-d-nitrosoaniline [DAMTYA )L catalase, zanthine, xanthine oxi-
dase, nitnoblue petrazclium (NBT), potassium niches (KO ), manganese dioxde
(Mry |, disthydens friamine pentaacetic acid (OTPAY butylaced hydroeyboluere
(BHT) and p-penicilamine were porchased o Sgma-Alnch (56 Loas MO,
LEA]. Dihydrorodamine 123 [DHE-123] was obfained from Cayman Chemical
(&nn Arbor, M1, LEA]: pofassium persulfate and sodium crbonate (Mi300y | were
obtained from Mallinckrode [ Paris, K, US4). Absobxe ethancl, bydrogen peroxide
(Ha Oy L sulburic acid (Hz 50y |, mathianal, ethylznsdiamine-tetrazcenc acd disodium
sale [ EDTA), sodurm Wypachlanes [Ra0C1) and sodurm nitrie (MakOg | wene pur-
chased to [T Baker (Médco iy, México) Al other chemicals were reagent grade
and commerdally available.

22 Frepwarion of e Heeorheo Sl & ormas

H. Waieides Coes was collected in Zacapoaedia [Puebla, México) The plant
rmatenial was identifad by Biol. Myrna Merdaza, and a woucher specimen [Bhrna
Mendoza 15375 )iskept in the Ethnobotanical collzction of the Herbarium locaeed
at Insticubo Mexicans del Segquro Social (IMSE] Mexico. Diied and powdered plant
rnaterial (20kg) was exiraceed with acetone a room temperaiore (3 times/24h)
Pollowed by methanol exiraction [3 times)24 by, o afford, after sivent evaporation,
12 and 15 gof residug, respectivels | Dol gado = al, 2001 ) Acetonic extract rasidus
w5 dissalve d in olive oiland methanclic sxtract residuein pho sphace buffer pH 7.4,
The metabaolites isolabzd from the metharolic sxirac of H. faieddes were provided
by Or. Guillerm o D ga do (Instituto de Quimica, Universidad Nacional Aueonoma de
B xion, Moo,

23, ABT§ radical scavenging capacty

ABTS radical was generated by the incubation of 7 mM AETS with 25 mM
potassium persulfabe in the dark at room cemperature for 12- 160 (Makdonado =t
al, 2005, The ABTS* solution was dilutsd to an absorbance of 070 it 734nm in
prosphacs prTered saline [FES). Ten wlof PES o dilutions of exmacs were added
£o |mL of ABTS* sclufion and the absorbaree was read during 605, The abilicy
of M. vaieddes exiTacs to scawenge ABTE+* was compared £o that of asoorbic acid
Maldonado =t al., 30057

24, DR savenging capadry

DIPPH= scav enging capacity was investigated according bothe mettod desmibed
before (Maldonado e al., 2005]. Eriefly, Q.05 mil of either sxiract at Sfferent con-
cenirations was added to an ethanclic solubon of DFPHe (100w, Z05ml). The
control sample contained distilled water. After incubation for 20 min at room term.-
perature and inthe dark the absorbance was reconded 4t 517 nm. The scavenging
capacity is given as percent (5] DPPH scavenged, cakculabed as |foptical dersicy of
«<ontrol - optical densicy of compound |V optical densicy of conmol) = 1 00]. The abil-
ity of H. mwaldes extracts o scavenge DPPH was compared wich ascorbic acid
[Maldonado =t al., 20051

25, 0 somMenging capacty

Kanihine-xarenine oxidase system was used oo detemmine e O scaveng-
ing capacity of Ehe Extracts of metabalives, Op+ in Che assay systern and xarching
coidase activicy were measored a3 NET raduction and uric acd production, raspec-
Eively, Leing a DU-S40 series Beckmnan specirophotometer. This system is useful oo
restihe Oz Scavenging capacky only when the samples ussd do not interfers with
the xarkhine oxidase activicy. & compound wich Oz~ scavenging cpacity should
decrease MET reduction without inberfering'with the xanthine mddase acivity mea-
sured 13 uric acid production. Eight bundred L of the following reacion mixcure:
20 wh xanthine, 16 MM Mag 00y, 22.E wM KET,and 12 mM phosphate bufer [ pHT.0)
wwere mixed with 100 1L of phosphate buffer SOmM [pH 7 .0] (0% scavenging tubs)
orwith 100 L of differert concenirations of sach exmactor ssrondary metibalite.
The reaction wias started by the addition of 100 kL of xarchine oxdass (158 UL
Optical dersiny was regiseered bothiat 205 nm [ Tor uric acid producton)and 520nm
[for Cn*~ in the assay syste=m (FAoriano-3dnchez ec al., 2005). Scavenging perent
'wis obeained from Ene optical dersities it 560 nm. NOGA was used as standard for
00" scavengrg inthis assay (Cuzmdn-Becran et al., 20087,

26 Detembarion oft a0 by the ferots fon codatkon el enange (FON )
asay

A& solueion of 75 W HaOp v migsad [ 121, w/v it water (0% scavengirg tubs )
o with differant corcenirations of sther sxiract o metabolites and inoubated
for 0 min ak room eemperature. After this, H; O; was measured by the folowing
rmethod. Brisfly, 0wolumes of 44 mM EHTin HPLC- grad s mechanaol were mixed with
1w olumesof 1 mdd oy lencl crang=and 256 mi ammonium ferroce sulfate in 025 M
H330y bo give the “working™ FON reagent. Forcy five ul of the extract sokkions and
45wl of 75 uM HyTy swere dispensed in 1.5 mL Eppendon’ habes and mixed with
10 L of HPLC-grade mechanal immediately followed by the addition of 09 mL of
O reagent, mixed onid Yortex mioer for 55 and chen incubabed a room tempera-
eure for 10min The fubeswiere cencrifuged for 15,000 = gfor 10 minand absorbance
at 550 nm was read against a mechanol blark, The concercration of Oy was calou-
latedfrom asardand ourve prepared withirereasing Hy 'y concergrations, Pynayacs
w5 used asstardard Tor He O scavenging activity (Aoriano-Sancher ef al., 2005,

27, 0N savengig capacey

The abiliry of extracts or metitcliees isclated from H. sl des methanclic
excract bo scavengs OH was conduxted in ke Fe'*_ EDTA-H; —deomyribose sys-
kem [Aoriano-Sincher e ., 2006 The reaction mixiure containing demoyribose
[00sSmd), Heto [ 1mM], potassium phephate boffer [10mM, pH 7 4], FCl
[02mM ] EDTA (02 mM ] ard ascorbic a<id (02 mdd) was incubabed in a water bath
At 3T 20.5-Cfor 1h The extentof decogriboss degradation by the OH: fommned wis
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Metabolite Struture

aH
aH
B
HO s}
A [ H
™
oH a
Quercetin

Spinnsteril 3-0-b-O-glicopyranaside

MO

T-Hydroxy-3 d-dihydrocadalin

% in Acetonic % In Methanolic

Extract Extract
0.028 0.18
ND* 0.09
MND 0.04
ND 0.05
0.7 0.004

Fg. I. Secondary mecabolites isolabed from 4. fuicddes exmacts. Daa were obtained from Delgado etal. {2001 ) Dedgado, personal communication. * ot detected.

meanred dirsctly in the aquecus phass by the chicharbituric add best at 532nm.
The ability of #xiracts or metabolites to scavenge OH wis compared with that of
[MTU [ Aonanc-Sanches efal., 20060,

28 Shgie oy gen (| Op jassiy

The production of 'y by HaCl and Hy0; was detemined as reporisd sse-
where [ Medina-Campos et al, 2007 with mircr modiflcat ones in which D8RS was
used as selective aooeptor of P O;. The beaching of DBANA wis monitored spec-
trophotometrically at 440 nm. The assay mixiure contained 45 mb Na- phosphace
EuaTar (pH 7.1% 10 histiding, 10 md Nao01, 10msd Hpoy, 50 phd CMNA, and
QUlmLofH. fmeakdes exiracs. The tobal volume of reacton [ 2.0mL) was inosbaied
at 3= for 40min. Theextentof ' O; production wisdetzmmined by measuring the
decreass in the ibsorbance of DMINA at 4400m The relative scavenging sMcoiency
[%iphibition production of 'Cy | of metabolites and exiraces was estimaced from che
diffzrence in abzorbance of DMK with and withoux the addition of the samples
besing bested of the reference compound. Clutathions was used a5 standard for 'O
scavanging [ Aoriano-Sinches st al., 2005,

20 HOO soaveging Esay

This assay invohees 2 specral analysis of the encyme cxalass in the presence
of HO that inactivates the anticmddant ereyme, changing its specirum by the
destnuction of heme and the pak of catalass at 404 nm disappears. The HOC! soanw-
ergingcapacity of metabolites, exiraces orche reference antioddant was evident by
thee inakilicy of HOO o eliminabe)decrease the cablase peak in a conceniration-
dependent way. Experiments wers camisd ot essentially as described befone
{ Pedraza-Chavern afal. 20074 solution of 43 8 wh bovine liver cacalass | 165 LM,
Anal concencration) was mixsd with 12md HOC1(SmM, fndl concentration] in
the pressnce of increasng concenirations of metabolites, exiracts of the reference
ompourd.

Specira | 370-450nm | of catalasealone, catalase plus HOO, or catalase plus HOO
are the extracts, metabolites or the reference compourd were regisbered and the
optical dersitiss {00 & 404nm were obiained. The value of the 00 of atalas:
alone minus the 00 of catalass plus HOO was considered as | 005 of degradation of
catalase [or 0% of scawenging acthity], and the difference of the catalase alon: minus
thee 0D of the catalase plas HOC in the presence of sther extract, mecabolites o
reference ompoard was compared agdingt this walue. The ability of samples o
scaverge HOC was cormpared with that of ascorbic acid (Malkdonadoet al, 2005,
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200, ONOO- scawmgig Az

ONOO- was synchesiced as previowsly desibed [ Aonanc-Sinches e al., 2006).
Five mLof an acidic solution [0U6M HO) of HyTy (0.7 M) wis mixed with Sl of
06 M FFO; on aniice bath Tor 1 5 and the reaction was quenched with 5 mil of jo2-
cold 1.2 M HaOH. Residual Haos vwas remowed using prewashed granular Mods and
the redction mixmres was then left overnight at -20 <. The resuking yeilow liguid
layer on the top of the frozen mixcurs was collected for the sgpenment.

The ORCCr mediaced cxidation of PHR1Z3 was permformed a3 described before
(Floriaro-Sanchez etal., 2005]. & S0pM miution of DHR 123 was prepared from a
ZErmi stock solution in D50, The solution was manlined protecied from lighe
and at 4 Cduring the amsay. All reaction mixhores contined 5 W CHE1ZE 0.1 mM
DR &, different concerkrations of metabalites or estracts and 25 phd OROO0™, Opti-
cll dereicy was registered at 500 nm; e optical densicy of 2 misTure Wwithou Cest
sample was considered as 100% and the opeical densities of the mixiures concining
sithar an axiract or mefabolites were compared against it. The abilicy of the tasted
samples o scaverge SO0 was cormpared with that of penicillamine (Foriino-
Einches o al, 3006

210, Dersrminaron of mip ey e

Total polyphenols wers deberminsd in the acetonic and methanclic axtraces by
the Folin-Ciscalo=u method [Ainssorth and Gill2spis, 2007]. Each extract solution
(0.1 ML) conkaining 100mg plant exiract was mied with 100 pLof Folin- Ciocalten
reager. The mixiurs was incubated for | min at room ezmperacurs, and 300 pl of
sodium carborate (2002 L) wis added. The mixbare was incubaced for 15 min it
S0-Card cooled in a walter ice bach. Finally, the absorbance at 755 nm wis scored
in a spzoTophotomater (Model 2000 compliant, Helicos a, Cambridge, UK. Total
polypherols were expressed as mg of cabechin equivalents!g of exirict afer ircer-
polating in a calibration curee obizined following the same proceduns described
ahove and using m+)catechin and quercetin as standard.

212 Analysts o favancdd cont e

Total Mavoncid in acemnic ard methanclic sxirace was decermined wich alu-
minium chioride! Kk ) @ hishe e al, 1205, The plant sxiract (0.1 mL) was add=d
to 03mL distilled waber folowed by MabO; (003 mL, 5K After Smin ak 35C
ACE (R03mL, 10%) was added The mixturs was incubabsd for 5min af room
temperacure, and 0.2mL 14 N2OH. Absorpiion at 510 nm was sconed ina spec-
trophotomister [Model 2000 compliant, Heics o, Cambridge, UK. Result were
expressed a5 Mg of QUETTEEN equivalents)g of XCract afver exirapoliring in a cal-
ibration curve cbeained following the same procedure described above and wsing
quarcetin as standard.

212 Srkhoal anaiys’s

DCiata are axpresssd a5 mean = 5EM. The dita wers compared agdinst the blank
tube waithout . fukcddes axtracts, mecabalites or the refsrence compounds, LEiNG
one way analysis of vananos [AROVA] foll owed by the Bonferroni cest (CraphPad
Prism 4.0 Sof tware, San Diego, C%, US&). p< 005 was considensd stacistically signil-
icark. The scavenging capacity was sxprasssd 15 che SO0 inhibitory concentration
(ICga) value, which denotes the conceniracion of M. kudvdde s axiraces, metabolitas
of the reference cormpounds raquined bo give 2 50% reduetion in oxdating efect
refatie o ehe blank tube

3. Results
21, Phenolc and fiovonoid conent of H. inuloides exracts

Tatal phencli c and flavoncid contents, in acetonic and methano-
lic extracts of H. inuloides were estimated based on the method
of Folin-Ciccalteu and aluminium chloride using catechine and
quercetin as standards, respectively. The total amount of polyphe-
nels contained in acetonic and methanolic extracts were of 1935
and 50,03 mgimL of catechine aquival ents, respectively. The total
flavonaoids cantent were of 0.030 and 0.070mgmL of quercetin
cquivalents in the acetonic and methanolic extracts, respectively.
Thesz assays provide a general diagnostic tool of the anticod dant
capacity of extracts,

22 scovenging aciivity of H. imudoides eiracts

The H. indoldes methanalic and acetonic extracts as well as
thee reference compounds, scavenged DPPH®, ABTS®, On* -, HOC,
Hy05, OMD0-, 104, and OHF in a concentration-dependent way
(Fig. 2} The gy values, calculated from the linear portion of the

dase-response curve, are shown in Table 1. The analysis of the
Iz values indicated that the methanalic extract displays a higher
scavenging activity compared to the acetonic extract and, with the
exception of DPPFH+ and OH=, a greater capacity in the scaveng-
ing of all the radicals tested was observed with the H. Inudoddes
extracts than with the reference compounds, For ABTS*®, the scav-
enging ability of H. inuloides methanalic and acetonic extracts was
12.3- and 6.3-fold higher respectively than that of asoorbic acid
{Table 1, Fig. 2A); the decrease in the level of ABTS is related to
the cancentration of the extracts. On the other hand, the methano-
lic and acetonic extracts also displayed DPPH® radical scavenging
ability, although it was less efficient { 37 and 66%, respectively ) than
ascorbic acid (Table 1, Fig. 281

0+~ radical scavenging abilitics of H. inwloides methanolic and
acetonic extracts were 3- and 2.6-fold higher than that of NDGA,
respectively (Table 1, Rg 2C) The extracts also scavenged HOCI
with mare efficiency (2.7- and 2.5-fold, respectively) than ascarbic
acid i Table 1, Fig. 2D}, Additicnally, Hz0z scavenging abilities of 1,
Inudoddes methanolic and acetonic extracts were 1.8- and 1.3-fold
higher than that of sodiurn pyruvate (Table 1, Fig. 2E1

with respect to OH®, the scavenging ability of the methanolic
extract was similar to that exhibited by DMTU and the acetonic
extract was fairly less active than DMTU (Table 1, Fig. 2F). The bao
extractswere 10times more efficient in trapping QMO0 - than peni-
cillamine{ Tabl e 1, Fig. 2G), and GSH scavenged singlet coygen with
a 27 and 45% lower capacity than methanclic and acetonic extracts,
respectively (Table 1, Fig. 2H)L

23, savenging aaivity of H. inuloddes bioact! ve compoumds

In an attempt to obtain more information concerning the
nature of the active molecules redated to the scavenging
activity detected in the extracts, we included in the analy-
sis the following secondary metabalites identified previously
in the methanolic extract {Delgado, personal communication )
spinasteryl 3-0-p-o-glucopyranoside, o-chiro-nesitol, quercetin,
T-hydrany-3 4-dihydrecadalin and spinasteral.

Regarding the Oy~ scavenging ability of the secondary
metabalites, their antioxidant capacity decreassd  in the
fallowing arder: p-chiro-incsitol » quercetine spinasteryl 3-0-3-
o-glucopyraneside> spinasteral = 7-hydrog-3 4-dihydrocadaling
all of them were better anticddants than NODGA (Table 2,
Fig. 3A) Spimasterol fallowed by quercetin and spinasteryl
3-0-p-r-glucopyranoside showed to possess the higher scav-
enging ability againsgt HOCL, all these metabolites displayed
a dose-dependent scavenging activity (Table 2, Fig. 381 The
ICzy value of p-chire-inositol and 7-hydrosy-3.4-dibydrocadalin
excoeded the values of the concentrations tested which were
limited by the available amount of the compounds. The Hale
scavenging ability of the metabolites showed the fallowing
decreasing order: p-chiro-inositol = spinasteral = spinasteryl 3-0-
B-r-glusopyrancside> quercetine 7-hydrog-3 4-dihydrocadalin
(Table 2, Fig 3C)l. Once again, o-chirc-inosital and quercetin
showed the greatest ability to cope with OH* followed by
T-hydrany-34-dihydrocadalin. The 10y values of spinasterol
and spinasteryl 3-0-p-p-glucopyrancside were  higher than
the concentrations used in this experiment (Table 2, Fig 3Dl
The OMOO- scavenging capacity of gquercetin and spinasteryl
3-0-p-p-glucopyrancside was 11 and 2 times more efficient,
respectively than penicillamine, Af the concentrations used in this
experiment, we were unable to calculate the 1050 value for the
other metabalites (Table 21 Finally, the Ioq radical scavenging
ability of the metabolites in decreasing order was: spinas-
teral » 7 -hydroxy-3.4-dibydr ccadalin > quercetin > spinastenyl
3-0-B-p-glucopyranosid e> p-chiro-inosital { Table 2, Fig. 3F).
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Table |

SCav en@ing capacity of the acetonic and methanclic exiracs from Hetorotheca fmwaldes and reference compounds.
Speties Aoefonic exiract Methanolic exirac Reference compound ;o [rmgfrmiL)

1T (mg'mL] ICg: fmg'mL)

ABTS 102+ Q1 Q52 2 ond Ascorbic acid 638 + 056
DFFH* 138 024 114 2 QS Ascorbic acid 083 £ 009
o= 115 2 DU’ 0od = 0,37 HDGA 302 £ DAS
HOO 05 £ 012" e = 0.ad Ascorbic acid 234 £ 023
H1Ty 101 05" 073 £ 0nd & PyTuvate 135 £ D02
OH* 372 0nd 203 2 002 DM 2531 013
OO0 026 = 0 oz = 0l Penicillamine 246 £ D0E
= 033 00100 020 004 CEH 074 £ 010

Data rapresere mean 5E of six indeperdent assays.
" pe QU0 v referencs compound.
= pe001 vs. reference compaund.
= peOlB0] Ve ace onic extrac.
% pe0.05 v, celonic aXTacT.

Table 2
Srav enging capacity of metibalites isolabed from Heterorhocn fLel des mechanolic sxirac.
Spatie  QuErcetn T-Hyromy-3,4- Spirasteral Spinasteril c-Chim-inasitol Referencecompound K050 (mgimL)
diydrecadalin 30-Pp-
glucopyranoside
K50 (mg/mL]  KC50(mg/mL] IC50 {mgmL) IC50 {mg!mL) 1C50 [ mg! miL)
[ 00520024 O2E=005T 7 [ e 0.133£ 0025 000 =000 NOCA 1203
HOO Q00T #18 00320003 4.312 006758 »0.655 Ascorbic acid 16555 £ 0014
Haity QIST2005E Q7000 7% posT 0005 B T T 001E£0002 " Pyvare 01570 £ 0.15
OH O2E20015  OESN:00154 #0833 »41 0,156 2001475+ oMTL 2.306 % 0,120
ONOO- @200y w19 #0833 0577 = 00017 #0655 Pericillaminz 2050 & 0340
1oy OIE2003F 07200062 000200008 55 011320002705 03B £00B4THER GEH 0.74 £ 0066

Cata represert the mean 5E of 5% independent asays.
© peO00] v relrencs compound.
T pe0D00 v quErsEtin
b pe 005 w5, qUEretin
B pe0D0] v spinasteral.
* pe0001 ve T-hydrogy-34-dihydrocadalin,
® pe0D0] v spinasteril 30-B-0-glucopyranosde,
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presenced as meanz SEM of S assays.

4 Discussion

ROs contributes tothe devel cpment of various diseases such as
atherosclerosis, diabetes, cancer, neurcdegenerative diseases, liver
cirrhosis and the ageing process (Halliwell and Gutteridge, 1599;
Bazaga, 1920, It is well esablished that lipid perosidationis one of
thie end-points resulting as a consequence of the formation of ROS
in cells and tissues {Basaga, 1990), The use of anticxidant com-
pounds, such as radical scavengers, might contribute to prevent
these diszases and maintain health

H. inuloides is a recognized plant with several beneficial health
cffects that has been used in México for the treakment of post-
operative thrambophlebitis and externally for acne, bruises and
muscle aches. Several constituents of H. inuloides have been
identified, mainly flavoneids, sesquiterpencids, triterpenoids and
sterols, Although some reports concerning the anticsd dant prop-
erties of this plant as well as some of its components have been
published, a systematic characterization of its ROS scavenging
properties has not been described, Such a characterization is part
of the bic-evaluation of the effectiveness of traditional medicines
and helps to identify the molecules with pharmacd ogic poten-
tial.

The antioxidative molecules present in biclogical systems
are classified as preventive anticsddants and chain-breaking
ones (Halliwell and Gutteridge, 1990), the former scavenge

reactive oxygen species and chain-breaking antioxidants act
by combining with chain-propagating radicals. Flavancids from
H. inuloides would be included among the preventive antiox-
idants, while sesquiterpenoids would be classified as chain-
breaking  antioxidants (Haraguchi et al, 189971 Qur results
agreed well with this classification, quercetin displayed a
higher scavenging capacity than 7-hydrosy-3.4-dilydrocadalin
and the flavonoid rich methanolic extract, is more effi-
cient than the acefonic one in guenching HyO; and OH-
(Table 21

The reportedlevels ofquercetinin the methanclic extract (Fig. 1)
may constitute an important factor contributing to its antioxidant
capacity. Polyphenals are very important plant constituents with
scavenging abilities associated to their hydrogyl groups and to
their capacity to chelate transition metal ions (Rice-Bvars et al.,
19871, Data in the liverature corroberate the structural features of
flavonocids that are impartant for its free radical scavenging activ-
ities ( Socbrattec et al., 2005), including: (i) an o-diphenalic group
inring B: {iija 2-3 double bond conjugated with 4-0xo function;
and (iii) the presence of hydroegr] groups in positions 3 and 5, and
quercetin (Fig. 1 1fulfill these gructural requirements.

Although some flavoncids from H. Dnuloides individually exert
an anti-inflammatery action, the major anti4nflammatory activ-
ity was found in the acetonic extract, detected by the inhibition
of edema in mouse ear induced by TPA (Delgado ef al, 2001}

119



E. Cabafass-LEmuna of O, JTohoalagy 276 20004 -4 47

Sesquiterpencids from H. imuloides exhibited potent DPPH- scav-
enging activity but showed no activity against 0z° - generated
erezymatically or non-ereymatically: conversely, flavoneids are
efficient in scavenging both types of radicals (Haraguchi et
al., 19971 DPPH" scavenging activity exerted by 7-hydroxy-3.4-
dihydrocadalin could be due to the presence of a hydroxyl group
ad jained to amethyl groupinthis mol eculed Fig. 15, since 3-naphtal,
a structural related compound, also showed a similar pattern in
DFPH* quenching effect (Haraguchi ef al., 19971

As mentioned before, the catechol group in the ring B of
flavoncids is amang the major structural fea tures behind its antiox-
idant activity due to the faverable reduction patential §Jovanovic
et al., 19951 The predominant mechanism of action of catechols
is probably via donation of a single dectron to the radical cation
resulting in the formation of a semiquinone, which can donate a
further electron to form the quinene (Fannala et al., 2001},

Evidences from Binsack et al. (2001) indicate that the reaction
between flavoneids like quercetin and HCC! may lead to the pro-
duction of a stable chlorinated compound with greater anticxidant
potency. It has been demorstrated also that flavonoids are good
scavengers of ONOO— and nitric oxide {Hacnen ot al., 1987 and
that quercetin and kaempferd dose-dependently inhibited nitrice
release in LPS-stimulated RAW 2647 cells through the down reg-
ulation of iNOS MRENA expression (Wang et al, 2006), Regarding
the 102 scavenger activity of . inudoldes extracts, it could be par-
tially explained by the powerful "0y quenching activity displayed
by the terpenid chain of terpenoids (Wang and Jiao, 2000), Our
results showed that among the metabolites tested, spinasteral and
T-hydroxy-3.4-dihydrocadalin were active scavengers of singlet
axygen (Table 21 1t is impartant to note that substituting the OH-
maiety from ring A of spinasteral with a glucosyl radical, lead to
a substantial decrease in 0z, HOC! and '0p quenching activiy
{Fig. 1; Table 21

There is scarce information concerning the antioxidant prop-
erties of p-chirc-inositol, Mascimento et al. (2006) demonstrated
that o-chirc-inasitol and  3-0-methyl p-chiro-incsitol  dose-
dependently reduced reactive oxygen species to basal, being
3-c-methyl p-chirc-inositol more effective than o-chiro-inositol
with endothelial cells incubated in high glusose On the other
hand, both compounds have already been shown to have insulin-
like metabalic effects in diabetic animals, primates and humans,
decreasing hyperglycemnia and hyperipidemia { oremeyer et al.,
1985; Fonteles et al, 1996; Mestler et al, 1999) Stnucture-activity
relationships between p-chiro-incsitol homologues are underway
in our laboratory to establish the important molecular features for
the antioxidant activity.

In the present study, we have shown that both extracts and the
metabolites isolated from H, inudoides methanclic extract as well
as the reference compounds, scavenged Oy* —, HOC, HaOy, OMOO,
lin, and OH® in a concentration-dependent way; all extracts and
metabolites were maore efficient than the respective reference com-
pounds. We can conclude that the scavenging properties of H.
inufoides, described in this paper, could explain same of the haalth
beneficial effects attributed to this plant since the excessive pro-
duction of Ty °—, HOCL, HyiDy, OM00-, Y05 and HO* are imvalved in
several pathologies. The major scavenging potency resides in the
methandic extract in which polyphenals are abundantly present
Farticularly, o-chiro-incsitol, spinasterol and querceting, showed
the highest free radical scavenging properties and further investi-
gation an thar potential use as chemopreventive agents in animal
mad els is guaranteed,
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A model of hepanmwidty by carbon tetrachboride {OCL) in rats was wed i order © evaluate the
protective potential of the acetonic and methanol ic extracts of Hederotheny inulsddes. Pretreatment with
th e twa H. imuloddes extracts attenuated theincreasein the activity of ssrum s pantate 2minotrans ferase
{AST) and alanine ammotransferase (ALT ) absarved in OC) -nduced Bver mjury. The protective afect
was comfirmed by theanalyss of e sbdes simed with hematooy] n- eosm and periodic acid [ Schif™s
magent. Additionally, the two exiracts are scavengers io the supsroxide radical as was oberved by
electron paramagnetic resonance. Due to the fict that the methanolic extract resulted in a better
protective effect n the previous experiments, it was used to Imvestigate in more detail the mechanizm
of hepaioprotection. (Quercetin, one of the main components of the extract, with imowm hepatopro
tective and anticoddant actiwity was ussd a5 3 posifive control Pretrestment of anmals with the
methanolic exract or quercetin, was amodated with the prevention of 4-hydrogmonenal and
F-mitrotyTosine increase in the Bver, two markers of coddative stress. Furthermare, the decrease in the
activity of several antioddant emzymes including supercodde dismutase, catalase and ghitathione
peromidase in (CLpinduced ver imjury was alleviaed by the pretreatment with K imuloddes methanolic
extractor quercetin. Thess resu it suggest that the hepato protective capadity of H imuloddes methanolic
exiract ¥ assodated with fix anilocdant properiies, which would also explain the biomedical
properties attriuted o this plant.

& 2010 Elevier CmibH. All rights ressrved.

Itrirl wetion

o eguilibrium between these two procssses. However, owing (o
RS averpraducion sndjor inslaquste setioddmt delemes, this

The potentislly resdive oxygen species, moibed 5 ROS, such x5
superaxide radical (0, "L hydrogen peraxide (Hp0,) and laedroxyl
raclical {04 ° L are confimuous by gene rated imside the luwmen bady
3 mimequence of the exposre to exogenas chemicals in owr
environment sndfor to 2 member of endogenous metabalic proaesses
invalving redox enrymes and Woenergstic  elsctron  transer
{Halliwell and Guitteridge. 2007) Under nommal circumstanoes
the ROS generated are detosd led by the antioxida delemes |axding
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equilibvizn s hampered, thus Tsvodng 2 surge of ROS that
aminstes in mddative stres. The ROS resdily attsck s inchce
ndelative damags to severs Hanoleolss inchuding proteing lipids
lipoprateing. and DNA (Valko et al, 2007; Ssified e al, 2007)
aadrilruting to the develapment of various disesses suwh =
allverasclerosis, diabetes, cancer, nevrodegenerative diseases_ hepatic
dhiseuses andl the ageing process (Halliveell and Gutteridge. 2007
Seilried et 2l 20070

Ta prevent the damage crused by ROS, living onganisms have
develaped an antioddant defense system that incledes the
presence of nonerymatic antiosidants (eg ghitathione, wric
s, Wlimrubin, and vitaming C and E) and ensymes such &
superaxide dismutase (30D), catalee [(CAT)L and ghitathioms
perosidase (GPx) (Valko et &1 2007) It has been proposed that

Pleaie cite this article a5 Coballase-Urrutia E. et al Hepstoprotective ellect of scstonc and methanolic extracts of Heteratheca
dnuloides agingt OO, -inchoced taxdcity in rts. Exp Taxical Pathal (2010 dei: 101016/ etp 201002012

122



2 E Gabathseliwasa & al ¢ Expetmstand and Tasicalage Pakabgy 1w me-am

i ahddittion to thete natural antiokidant 2ystems, other synthetic
ar ndtural BOS scavengers may reduce the incdence of fres
ralical-wedisted disemes. The use of antioxdants in the preven-
tion and ome of vadows disesies is expanding, and there is
oondider shle interest in the study of the antioxidant sotivities of
mwodecules such o plant polypleenalic and crotenoid compone s
{Valko et &l 2007, Fang =t al, 2002} In the sbsence of relialde
lepatoprotective drugs in maodern medicine. a lage mumber af
phytochemical s and sxtrscts prepared from lolk medicdng] plars
wiith proven lepat oprotective properties, coukl be an albemustive
in the trestment of liver diseases resulting from high aloahal
canAwmpdian, expature to xenobiotics and ther apeutic Jgants and
ather otars lesding to the anset of chrondc liver diseases which
are very olten relsted to oxdative stress (Movo and Parala, 2008;
Gurtsevitch, 2008, Conde de la Rosa et 5l 2008, Farrelland Larter,
2006, Albana, 2006, Otan ot ol 2005)

Heterathem inuloides { Aste ratese) grows slnondandly in tee cooler
and temperae region of Mexico {(De Roedowshkd and Resdowsld,
20 ) The i Mloweers of H. intbodid e kaoven 22 “amics™ have lang
been wmed 52 lolk madicine lar the topical trestment of contusians,
trudses and postoperative toombophilelds {Matines, 1984, 15851
Maore equently, tlis plant s been wed extermally lor the
trestrment of skin wounds and injudes (Cend &t al, 1998)
Furthermare, H. inuloides have been recognived &5 an ardioddant
{Eubo et 2l 1956, Harsguchi =t al, 19970 forits inhild tory sctivity
agmimt lipid perosddation snd oddstive hesmolyss {Harsguchi
et &l 1996 and lor its antimicrobisl (Kubo et sl 1994) anti-
inllamumatary, analgesic and cytotoxic elfects sgainst several solid
tumar cell lines (Gené et &l 1958, Kubo et al. 1996, Segura et al,
2000, Deelgado et sl 2000 ) Acetenic and methamalic extrects of the
plant lve been previowsly dlusrscterized and are known to oontain
several omatituents such & palysetlenss, adinanes, triterpenes,
sterok,  sesquiterpenss,  (lavonoids  and  (lavonoid — glyoosides
{Table 1) Due to the antioxidae poterdisl and capacity to inhibit
ligiel perosddation of its ompaents we hypothesizsd that H
inuboides extracts oould alleviate hepatatoxicity resulting Fom
axtiidlative stresd To prove this, we dwse the carban tetr sdhioride
{004 hepatatasdcity mode] in the rat 0Tl iz 2 potent lipid-saluble
leepatotasic sgent which produces perosdcdative degeneration af
wamny tisswes {Srymonik-Lesink et al. 2003) The toddty of 004
prabaldy depends an the fommation of the tiddoraomethyl rsdical
{00y ) which in the presence of oxygen lomms the maore toxdbc

Takde 1

wrichlaramethyl perosyl radical (0010 °) (Recknagesl =t 2l 1989}
Lipid peerosidation i imtisted by the intersction of these rescive
ralicals with ums sturated Latty scids olmembrans ligids { Soymon k-
Lesiuk et al, 2005, Reclnagel e ol 1989, Clawson 1983)

As o 2 we know, 3 comprehendive study of the potentisl
perortesctiv e o pavilities of this plantin anamkmesl model had notbeen
repear e Wihit this goal inomind, we st used genersl biochemical
and histologicsl parameters to examine the protective adion of
H.inadoddes sestommc amd methanalic extracts. We abko identilied
their scavenging 0y capecity using elsctron paramagnetic reso-
manie {EPR) spectrametry and came to the ondusion that the
metlunolic extrad displas 3 higher protective allect Additional
experiments ta explore the posible medunim of sction indicated
that the methanalic extrac and one ol i main compapents,
tuereetin, preveed the slevation of d-hydroanonenal {4-HNE)
amed S-nitratyragine { 3-NT) 2 well &5 the reduwction in the sctivity of
loepatic antioxidant encyres resulting from OOl trestment. These
resaults indicate that M. imuboides extracts protect liver fram 00,
damage through the sovenging of res radical.

Materials amd metlwsds
Cheitiieal £

Nantlane, mtrables tetrarolivm (NETL 35 -cismno be meidine,
boviine senun llromin xadhine odie micolinamde sleanine
dinucleatide plusplate (KADPH)L axidized glotsthione {G55G)
redueed  ghatstlvione (G5HL trimetloos ypropane, 5 5-dimetlnl-1-
pyrmaline-N-oxide ([DMPO)L hypacadhine. ghitsthione reductse
{GRL amel 2 A-dinitraphenylhydrazine, 1-chlono-2 4-dinitrabencens
{ R ) were purducied fram Sigma (50 Lows MO, USAL Ethylens-
disminetemasetic stid disodion salt {EDTA} ammoniwm sul e,
el copper dillaride were purchased from [T Baker (Mexico City,
MeExicol HzOn fommaldehyde, aml sodium carbonate were par-
chaged Drom Mallinckeadt (Pars KY, USAL Sadium aeide ven
purchaded Fom Menck [México Gy, Meéxico) Rabbit anti-3-
mitratyradine palydonasl antibodies were purdused rom Upstate
{lake Placicl WY, USA) Mouse anfi-4-lydrocynonensl monocknal
antitocies were par dused from Oeds Intermations] Inc {Porthand,
OR USA) Goat anti-rabbit g0 conjugated with horsersdish
peraxidase antibody amd gost anti-mouse Ig0 omjugated with
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lovrser aclish perosddais mmtibody were purcheiesd fron Ameslom
lile Sciences {Buckinghamshire, Englind) Danmkey anfi-gost 15
oy ugated wiith horser sdish peroxidase antibodies were punchased
froim Santa Crue Biotechal ogy. Inc. {Santa Oruee, CAL USAL All other
dhemical were raxgent grade snd commencislly svailsbile

Pland smalerial

Flowers from serisl parts of H inulides were collectad in
Zacapoaxtls, Pusbls, Méxdion The plant material was suthenti-
cated by Bial. Myma Mendozs st the Departiment of Medicinal
Mants af Jardin Botinico (Instituto de Biologia, UNAM) and a
voucher spedimen (Myrnd Mendoza C 15375) i3 kept in the
Ethnobotanicsl collaction ol the Nationsl Herbarium st Instituto
Mexicano del 52 guro Social (IMS5) (Mexico City

Preparation of the extract

Dvri el el porwedered plant materisl {2 0kg) wias extracted witls
scetone b roam tempersture (3 imes24 h) bllowed by metha-
ol extraction (3 times 24 h) to alfond, shter salvent &vaparstion,
12 el 15 g ol residuwe, respectively | Delgado ot . 2001 | Acetons
extract residus was dissolved in olive oil and methanolic extract
residue in phodphate bufler pH 7.4 pror to orsl sdmindstrstion
o rats

CLprincuced hepatotoxid fy model in rak

Thirty six male Wistar rats weighing 180-220 g were used in
the presend study. Expermentsl protoca followed the Nomma
Hlicial Mexdcana guidelines for the uwse and care of laboratory
animal {NOM-062-700-1999) and for the disposal of bialogical
residues {NOM-087-B00L-1955) Housing room wis maintsined
under oondtant temperstwre omditions (21 £ 1°CL  relative
loemidity {50=-600) Jnd lighting {12-h lightidark cycle ) Filtered
air (Smm partides) wis exchangsd 18 timesih Animak were
ovided with & standard commercial st chow dist { Halan
Tekladd Glolal diet 20185 sterilized, Harland Teklad, Madison, WI,
LEA) andd reverse oamdai liltersd water Wi used. Liver damage
wans induced with OCL in o2 101 {v v mixture with olive gl The
animal were divided into seven groups of tlree rats esch one
Group 1 received olive odl (001 mLikg) arally {poo) ke 6 days (00
growp | Group 2 received phosphate bufler pH 7401 ml kg po )
lor G days (PB group ) Groags 3 received 100 mg fkg of the scetornmic
extract poa, Par Gdays (ACE groupl Group 4 received 100 mg kg of
the methanolic extrsct po. for 6 days (MeE group) Groups 1-4
were mndidered &5 negative control groups. Group 5 wis injected
with OCLfalive ail {15mlfkg ip) the lmst 3 days of the
experiment. Group & received acetonic extract 100mgiks po.
lor 6 davs in combination with OCL falive odl {1.5mLikg ip) lor
the last 3 days of trestment. Group 7 received methanalic extrasct
100 mg/kg of pa ke § days in combination with OO, falive il
{15 mLikg i) for the let 3 days of trestment In & Seomd
experiment, we repeated groups 2, 4 and 7 together with the
ollowing two groums (n=3) & group of ammak received
cuercetin { 100 mgfkyg bodhy weight) poo. during § days and anather
group of rats expased to the combination of quercstin 100 mg/kg
o during & days and 30, 15 mljkg ip. for the last 3 days of
treatment. The animals were anesthetized with pentobarbital
{6 plfkg) and the bood collectsd by heant punctune 48 h after
the end of the & days of trestment The liver wis excied
imuredistely, and 2 portion was lixed by imumerson in buallered
lormalin and the rest was stored ot = 70°C for the analysis of
antioxidant enrymes_

Prepara fon of lver hinmogenares

He patic tissue was homogenioed im 001 M phos phate bulfer pH
70, with Q1% Tritan X=100 The tistues were homogenized in 2
Einkmam Polytron madel PT 2000 {Weithury, NY, USA) and
entriluged ot 15.000g Far 10 min. The supernstant wis used lor
the detennination of total protein {Lowry et &l 1951) and the
sctivity of the lallowing antioxidant encymes: 300, CAT, GPx, GE.
and glutathione tranderase (G5T) (Pedraes-Thaverd ot al_ 20051

Determminafion of Senitn agpariale amminalrmgfenade (AST) and
akmine aminotranmerate (ALT) activilies as marnkers of liver dormage

The Wood collactsd Trom esch animal was slovwed o cot
lor 45min & room tempersture. Bload serm Wi deparated
Iy centrifugation at G00g lor 15min snd the samples were
stored st =20°C The AST amd ALT sctivities weere mexsured
Iy adaptation of the methadology recommended by the
International Faderation of Clinical Chemistry { IFOC) { Bargmeyer
et sl 1578 ) with an sutosnslyeer { Dimension AR, Dade Behrng
e, Mewark, DE, USAL

Hstapatholeg o] analyses

Liver tiasue wis lixed by immersion in bulfarsd fbonalin {pH
TA) ane embeddad in parallin. For histological snalysis, secion
{3 wm}) werne stained with hematoylin and sosin {H&E) or with
peradic srid Schills (PAS) in order to demaomtrate palyssoclr -
ides, mewtral mucopolysscchanides and ghyooproteing from lepa-
tocyte membr anes. The histological prolile of the liver lobes am
5 randomly selected fislds (3 rats per experimental group) was
recorded wiing K5-300 solware {Carl Z2ia, lens Gemany L With
this zsme program the perentsge ol damagsd ses with
lastapathological alterations was abtained {megnilication 400 <L

Iromunoldstochermial analyses of 4-HNE and 3-KT

Far immunohistodemistry, liver ssdtion (3 wm) were depar-
aflinzsd and then bailsd in Declers {(C=ll Marque, Hot Springs, AR
EA) to unmask antigen sites; the endogendus sctivity of
penosddase was quenched with D003 H,0, in absolute me thanal .
Liver sections were incubated ovemight at 4 °C with a 1:200
chihutiom of 2nti 4-HNE 2nd 1:70 dikution of anti 3-KT antibadies in
posphate bullersd saline (PESL Following removal of the
imary atibadies andd repetitive ringing with PBS, slides were
incubated with & 1:500 diltion of botinylated gost anti-1gs
secondary antibody. Bownd antibodies were detected with svicin
IHatinylated perosxidee complex ABC-kit Vectotain and diami-
mobensidine substrate. Alter spprapiiate wishing in PBS. slides
were cowderstained with hematoxyline All sectiom were inou-
L] wneler the same conditions with the same concentration of
anfibvadies and st the same time; 20 the immunostsning wis
minparsble among the different expenmentsl groups. For the
negative control, preimmne gost senum wis wed instesd of the
mimary antibodies All specimens were examined by light
micrmcopy  Axiovert 200M (Carl Zeiss Jens Germany)l For
sutamated maorphometric aalysis, the percentage of positive
@lls {lrown staining) was detemmined with 2 computernized
image analyrer K5-300 30 (Carl Zeiss, Jena Germany) This
equipiment autamatically detects positive cellks determindng their
percentage per ekl Five random lelds per liver werne studied 2t a
100 = magnilication {totsl srea 1584000 wm™) comparing the
dilferent groups. Results were e xprested i percantige.
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Activity of anfoddant enrymes

CAT assay

CAT activity wis ssayed at 25 °C by & method based on the
disappedr ance of Hy Oy {Pedries Ohdvern et al, 2005) An aliguat
al 5ul of homogenste dilution {1:40) was sdded to 720 ul of
30mM Ha0: in 10mM potasiem  phophate  solution;
e resction was lallowsd 2t 240 mn. Under the conditions
described, the decompasition ol HaOp by CAT contained in the
samples lollows a Est-order Kinstics &5 given by the squation
k=273 log Ao'A where k is the lErst-onder resction rabe comstant,
tis the time aver which the decreste of Ha Oz due to CAT sctivity
wid measured {15 3 ), and Ao/ is the optical density at times 0 anxd
155, respectively. The results were expressed in kimg protein

B0D asseny

SO0 activity was msayed by using a previously reponted
mrethad {Pedraes-Chaverri et 2l 20051 A competitive inldbition
waay wa perfommed uging xanthine - anthine oxidae system to
restluce WET. The mistwee of rescionoontainsd in 2 Hnal wohomea ol
165 pl wis 0122 mM EDTA, 30.6uM NOET, 00122 mM xanthine,
Q0063 bovine serwm alliomin and 459 mM sodium carbonate
33l of liver homogenaste {1:50 dilution) were added to the
reaction misxture followed by 30wl of 2 xanthine axidase solution
to get & final concentratian of 25 UJL and sl was incubated st
romn temperature ke 30 min The resction wias stopped with
66l af 08 mM cupric chilanfide and the apticsl dengity was rexd
at 550 nm. 100 ol KBT reduction was abtained in 2 tube in wihich
the sample was repleced by distilled water. The amowd of protein
that inhibited S0 of NET reduction was delinsd 25 ome wnit of
S0D activity. Results were exprested x5 Ujimg protein

GPx assay

OGPy activity wis msayed by a method previously desoribied
{ Pedraes-Chavemi =t 2l 20051 The resction mixtene consisted of
S0mM potasioem phos phate solution pH 70, TmM EDTA, 1 mM
sodium aide, 0.2 mbd NADPH, 25 Uil of GR and 1 md G5H st
25°C 100l af liver homogenate diluted 1:10 were added to
R00 wl of the resction misxtuwre and o lowed to incubate lar 5 min
&t rooan teamiper sture be ke initisting the resction by the sddition
al 32 pl of 25 mM Hy0y saolution. Absarbance ot 340 nm was
recorded lor 3min amd the sctivity wis calowlsted fram the slaps
al these curves 25 pmoles of KADPH axidiz ed per min taking into
scooumt that the millimaler sbiontiom cosllicient o KADPH is
G212 Blank reactions with homogenates replaced by distilled
water were sultracted from esch astay. One unit of GPx
wid delined 23 the smowd of eneyme that axidizes 1 pmol of
NADPH min The resulls were expresisd & Uimg protein

GR aay

GR activity win spectrophatometricall y asayved using G556 as
subatrate and mexwring the dizsppearance of KADPH at 340 mm
{ Pedrars-Chavem =t al | 20051 The resction mixtere consisted of
01 M potsssiiwm phaphste pH 76, 05 mM ETA 125 mM
KADPH, 2nd 0.5 mdd G350 at 25°C 25 ul of dilied homogenate
{1:5) were alded to 475 ul of resction mixture. Alsorance st
340 mm was recarded Tar 3 min and the sotivity wis caloulatsd
lram the slope of the curves & pmales of KADPH asddized per
i taking into scoount that the millimal ar alsorption cosllicient
lor WADPH &5 622, One unit of GR was delined & the amount of
eneyme that akidizes 1 wmol ol NADPH min Dats were expresad
a5 Ufmg protein

GET azay

The readion miktire condisted of W05 M phaplste bulfer
salution pH &5, 0.05M G5H, 02 M CDNBE. 20wl of dileted
hamogenate {1: 10) were added to 980 ul of the readion mix ture
{ Pl races-Choermi et &l 2005) The changes inthe shsorbance dus
o comjugation o the thiol group of G5H to the CDND substr ste
were recarded for 3min &t 340nm and endyme adlivity was
calalsted 2 pmales of CDNE conjug ate Tarmed fmin/mg protein
using & malar extinotion cosllicient of 96,

Aztay af 0y~ savenging adivity

Oy~ generated by the resction of mnthine with santline
axiklase wene mexured by EPR spectrodcapy using the spn trap
DMPD (Sanders et sl 19594} The capacity of H. imuloddes extracts
to trap 04 amd interfere with DMPO-00H lormation was
studisd. The reaction mixture omtained 100pl of 150 mM
patasivm dihwdrogen phosphate solution (pH 7.4L 200wl of
050 mM hypoxanthine, 1000l of 150 mM NBT, 50 ul of crucde
extracts and 0 ul of G060 mM DMPO. Resctions were initiated by
Flding 25 units of xanthine oxidase in 50 ul to esch sample. Alter
2 min the spin adduct DMPO-00H was mexured with an EPR
spectrometer {Bruker Elessys E500, Germany) EPR s pecina were
recondsd st 21 °C with the =kl =t 5t 3470 = 50 Causs, for CII;'.
madulation  Fequency 100000 8.  modulation  amplitude
DS G, response time 000025 4 sweep time 0010235, micro-
warve power 10 mW, reciver made 158 Xanthine oxddase resction
wir incubated st 35 °C for 2 min, amd the EPR spacira were
recarded &t room tempersture within 2 min aker incubation.

Erabisiis

Dixta e e e e d 25 masn -+ 50 and veere anahyesd by one-wany
analiis of variane (ANDVA) bllovwed by 2 Banfemmis multiple
comparizon test { CraphiPad Prism 40 Sofware, San Diega, CA USAL
A p e S value was oo dered stafistically dgnilicant

Results
Activity af senom AST and ALT

Fig- 1 shows ALT amd AST senum sctivilies in trested and control
growga ram the first experimeant Aler 00, trestment. ALT 2l AST
seruam sctivifies inoreased live and Six Smes, respactivel v, compansd
wiith groups that received alive oil and phosphate buller solution
The setonic extrad poduced a twolokl increxge ol AST aver the
alive @il group: this wis an umexpected result that nesds Rrther
investigation. Admdmstaation of eifler of the sxtrads 3 das belkore
and 3 elays during 00 treatment, protedsd sgainst the elevation of
ALT anl AST st vities olsensed in the group rested with 00, ondy
The metha nolic extract showed the highest protecton, reducing in a
T el 755 the levels of AST and ALT seen in the 001, trested groags
and maintaining the basal level of AST and ALT seen in the groags
trested with phosphate fler. These results indicate that scetanic
andd methanalic extracts signilicantly protected sgainst inoreused
ALT anal AST activities inducsd by OO,

Histopathalogcal changes

To imeestigate whether the sherstion of hepatic tramaminsges
detected in the previous experiment woukl rellect in the sherstion of
tigue integrity, we pedonned histologicsl analvies in liver slices
staimed with HEE and PAS (Fig. 2} Liver sections Fram ats frestsd
with olive oil and plosplate ulfer showed the typicsl labaler

Pexe cite thhs aticle x: Coball me-Urmutia E. et 5l Hepatoprotective ellect of scetonic snd methanalic extiscts of Heterotheca
inaloides sgainst OO -induced taxicity in rats. Exp Toxdml Pathol {20100 doi: 10,101 6/ =tp 201002012

125



E. Calafaze-Usatia & & [/ Ecgeimieaal aal Tossabigs Aushaligy 1jmm) im-an L

. Y a
S 7o 5
% 0>
§ %7
g a0 -
5 0 4
£ 20 4
=1 goud |:|
=L
e ||
00 PB AcE MeE  +AcE+MeE
CCly
jm.[BJ a
5 i
i
= 0
E
§ 0.
w
2 ol
*Joo0ouun
0 - -
0.0 PEB AE +AEE +MaE
cCl,

g 1. By of Bw aemale ol sweboeolic ewams o N omdels os ohe
acbuizies of [ A} AST amd (B]ALT b confiona | oo stadfind (Ao 3 O clive ol
B, plesphane boflls; AF acemeds airmo; MeE, mebosalic emmo; O, 00,
mreatad Ty +ACE OO0, pla acmond: exmram; OO+ MeE, OO0, ple s Bamalic
irat, Bams e sacrificed 43 B ale S end of noeareves, Fack eneyene aciving
i i s v e sie. e s, D iplicare amd T vaboes reprene nt The
i o T of 13 demerminarioes % < Q000w all g

cou
i E

oCl
0.0 PR HeE MeE  CCL sacE

R 2. Himlogeal(HAE sl PAS | it B o v saming () ) off aadenals i
alll ke gaviapd snslied dbainand 43 B e L iy of trea st (A =3 O, ol
all; B, plwspdune ballsr cosmra; AcE, acemede exmrach; b eE, s dhamalic d@rad;
O, OO0 -weansd; 00, +AE, O, plas aceesde exnmey; OO+ M OO0, ples
i mli EXRACT.

architecture imder light micrascapy (HA&E and PAS mugnilicaiion
100 = 1 monmal hepatooyte conds and o=l wide radisting out from
hepatic venules towands partsl trsas snd simeEoaids The setonic and
irethanalic extrects did noat slter the monnal archiectune sthough 2
lew arexs of disoantinuwed hepatocyte cords were abserved. The 00l
tmeated Tivers shovesd extentive perivenuler maecrovesiculer sextoss
with severe lirods and nemosis. Trestmens with 100mg kg of the
setanic and methanolic extrecs of . inwleddes Tor § days in wiich
e let 3 days weers combined with OOl sgnilicantly sttenusted
these pathalogicsl disnges. Talde 2 shows the quantitative dats of the
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lastalogical anahsis in 2l the groups studied wiich conlinn that
setomic and methanalic extrects af H imuleides preventsd from liver
chamurg e incduwoesd vy OO,

Determinafon of Oy sevenging octivity of the W, inuloides exsracts
by EPR

Bath Oy~ and OH " can lesd to the fsmation ol hydraper-
axides by the smtoxidation of unsaturated ity scids. Previouws
studlies have repanted that the reducing capacity of 3 oomm pansmed
may serve a6 a significant indicstor of its potential antiosd dant
sctivity (Jeong et al_ 2004) The Oy~ scavenging adivity of the
twio extracts wik evahusted by EPR wing DMPO a5 spin tbrapping.
The Oy~ was gemver sted in vitro by the xanthinecanthine ox das
system. Fig. 3 shows how the EPR signal of the 0, sdduct
generated in vitro {MPO-00H ) wias reduced when the scetanic
aindd methanalic extracts of H. inuloides were present 2t 05 pgimlL
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Markers of oxidative shress

i arder to explore il the fres radical trapping effea deteded in
an in vitre system coukd take place in vive we estimated the
produdion of 3-NT and 4-HNE sdducts in rat liver sxpossd to
plosphate buffer, methandlic extrsct and  quercetin (Fig. 41
Immunchisochemistry for methanolic extract and quercetin does
ot show sny visible dumge in the level of bath cellular markers
comparsd o their respe dive controls. On the other hand. 2 99 and
24-fakl increxse in 4HNE and 3NT lsbel respecively, was

Fig 4. Ievevsmoiian oo eeical dietection of +-HINE asd 3-NT i W secsion (3 pn]
S reared amd coserol asim als cheained 43 b ater Lo day of £ e | A 3 )
FE plosphare baffer; Mef, mrbosolic emrad; Qus, quercems; 00, carbes
netrackoeice; MeE+000L, S tha solic exgm ples OO, Quaers 000, querceris pis
OOl Eragedficasion 100 .
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pramated by the exposure to OCl; these deleteriog ellacts wers
recdued by apposimatsly 80-S00 when methanalic sxtrsct ar
quercetin were sdministansd slang with the taxic sgent {Talds 3)

Antienicdant enzymes in OC4-induced acute Bver injury in rats

I an attempt to altain mare information an the mechanism of
protection against OO0l hepatotaxicity by the methanolic extract,
we moititored the natursl antioddant cell defenses including the
eneymes CAT, 5000 GPx. GR and GST in livers of animak fram the
second experiment {Table 4} RBesults from a2 first enzyme sctivity
determination, showed that OO0 slminstration produced 2
marked decrese in the levels of sl antiosidant enzymes
compared with the control group that received  ploplate
buffer. CAT was more affected than the others with & 74%
reduction lolloveed by G5T with a2 &% redwction, SO0 and GPx
showed 2 50% reduction and GR was less affectsd with 2 31%
reduction. Methanalic extract decremed the toxicity of OCl,
showing 5-50% amelioration in emymatic 2006 vities.

A qecond set of encyime saivity detenmination wis slso dons
o evaluate the efect of quercetin The result abtsined show that
quercetin main sins te levels of hepatic enmymatic sctivity even
in the presence af OCL, Quercetin sbolighed the tosicity of OO,
showing 30-100% amelioration of eneymatic adivity.

Discussion

RO contiribute to the development of vaious disexses such as
athermclenmis dishetss, cancer, neurodegensative disemes
liver cirrhosis and the sgeing process (Valko et 2l 2007; Seilvisd
et al. 20071 The use of atioxddant mmpounds, either natursl or
synthetic, might help to prevent those conditions and maintsin
Twram lealth. The use of ROS scavengsrs is a good aption to cops
wiitle those disexses. It iswell estatdisled that lipid peroxidation is
ame ol the key resctions resulting fram the interaction ol free
radical and biological membranes (Nild et al. 2005) The ome-
electron reduction produds of axygen: 0y, Hz0y and OH*
sctively participat e in the initistion of lipid peroxddation, resulting
in tasue injury (Valko et sl 2007 Seifrisd et al. 20071 We
demanstratad the in vitra 0.7 sexvenging sctivity ol M inuloides
extracts by the EPR method, this evidence is provided by the
lsct that both extracts elfedively reduced the intensity of the
DRAPO=00H adduct signal genersted in the santhine-santhine
axidase syatem. The mujor cmponents of  scetonic  and

Tabde 4
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methanalic axtrects of H inuloides have bean previoshy
charscterized, and fome of their companeits are presented in
Table 1 Sesquitenpenss and llavonoids are important constitu-
entd, several of which display antioxidant and ROS scavenging
apertiss. The methanalic extract i3 mdh in [vonamds amd
ghycmside dervatives, wiberaas in the sosbonic extract, sesquiter-
penaids prevail

Our results with the methanolic extract sgres with previous
reponts showing that some lavonaids brom H imuloides were
potent 0y~ scrvengers wing the xaline oxidase system
{Haraguchi &t a5l 1997) Moreover, several shdies have sown
that the phamacalogicsl effects of avanoids like quencetin are
relsted to their antiosddant sctivity, which can be due to their
ability to scavenge OH " and Oy 7 to chelate metsl jons, and to
exert 4 synergistic sflea with other antiosidant metabolites
{Jeong et &l 2004; Kild =t all. 2005; Pietta, 2000; Cotelle. 2001 ;
Raja et &l 2007; Maria et sl 2006 ) Our resulis in conjunction
with others mentioned sbove, suggest that lLavanoids oowlkd
anatitute one af the stive principles in the methanalic extrsct

Mozt ol the previous inlonmation relsted to the antioxdant
moperties of H. inuoides were generated in isolated in vitro
systems. In onder to abtsin information in living avimals we
dhose the hepatatoxicity model of rat intaicstion with carbon
tetrachlaride (0041 The basis of OO0, hepatatosdcity lies in its
Watr ansfonnation by the cytochrome P-A50 system giving rise
the trichlaromethyl radical {(C01 ) which i futher @nvertsd to
the tichlorometinl peraxyl radical (C01:0y )L OCL, metabolites
react with polyuns turated ity acids and kom covalent adducts
with lipids o proteing. These events leasd to lipid peroxidation
and destruction of cell membranes with the consequent liver
injury {Srymonik-Lesiuk et 2l 2003 ; Clawsan, 15891

A lirst indication of hepatic damage induced by OO, wa
abtained by the evalustion of enzymatic markers of uwnspedilic
hepatic injury such &5 AST Jnd ALT. The activities of AST amd ALT
48 h afer the lat shministration of O0L were signilicantly
elevated over oo rals. Since these enrymes anter the cinoulstony
ayatem duwe to sltersd pemmeslility ol memboanss, their incresed
levels rellected & severe damage to the structural integrity of the
liver {Clawson, 1589, Raxja et al. 2007, Mama et . 2006)
Administration of the scetonic or methanalic extrsots signili-
cantly preve nted OO, inducsd slevation of AST amd ALT ind cating
the e patopratective sctivity of H. inuloddes extracts

The toxic OOl efledt wi also confirmed by histalogicsl
aldernvations Hsaciated with discontinuity in the nomal achi-
tectwre and decrexse in the number of hepatocyte conds, slong
with anintense pervenular macrovesi cular steatois with severe
lilwosis andd necrosis. The pretrestment of s with soetanic or
mwethanalic extracts dearly was protected bom Ol inducsd
lepatatoxicity. Our resulls albo showed that the scetonic and
methanalic extrescds slone, anly slightly afected the mormal
archite chwre with a few sreds of discontinuity o hepatocite cards_

Results from EPR analysis (Fig 3) gave us the list svidence
wmeeming the mechanizm of protection of the extracts and
experiments lfoousing on their scrvenging activity wene wnder-
taken Condderng that quercetin i 2 well kvown hepatogprotec-
tive agent {Janbar ot sl 2004, Mandal snd Das, 2005) and ane of
the main compaments present in the methamolic extrsct (Talde 11
it wis included in the expemments. 3-NT & thought to be a
relstively specilic marker ol oxidstive damage mediated Iy
peroxymitite (ONOD) which is produced by the reaction
betwesn Oy~ and nitric axide (KO ) (Oldreive and Rice-Evans,
201 O™ cmmes damage to proteing, lipids and medeic
acidls | Seabd and Oshima, 19571 which may lead to osllular
apaptadis and mecrosis (Blaylock et &l 1998) The mitrabed
tyrasine rediduss of proteind result in the produdtion of 3-NT
wiich i congidersad a bialogical marker of liver damage inducsd

by resctive nitrogen speded. The ability of the methanalic sty st
al H. inwloides mnd quercetin to prevent 3-NT immumostaindng
{Fig- 4 ) may be related to its ORN00 ™ soavenging capacity. Results
bom our lsbaratory {manuscript in preparstion) confinn this
Iypothesis demondtrating that the methanalic extrsct e
quercetin possess ONODT Uapping properies. Anotler daom-
manly wied marker far the otowmence andfor e sxtent of lipidl
peraxidation is 4-HNE (Zarkovic, 2003) that resuls Fam the
damage to linoleic and sachidaric scids Since OOl is a well-
kavown initistor of ligd peroxidation in vive, this agent shoukl
mediste formation of 4-HNE. Data presented lhere ane condistent
with that ides sinee an incresse of staining lor 4-HNE adchects
wis abserved in the animal group treated with OOy, wiile in liver
samples of animal trested with the methanalic extract or
quercetin there was nat 2 naoticesble incoreate. suggesting an
ame liaration ol oxidative stress by these omn ponents. The use of
3-KT amd 4-HKE tisswe markers sllonded evidense of the RIS
scavenging properties of the H inwloides methanalic ewract
i viva

It has been reported that 500, CAT and GST comstitute 2
mutually suppartive delense against ROS {Halliveell and Gutter-
idge, 2007; Valko et al. 2007 ; Seilried ot 2l 2007 ) In the presant
study, we demonstrated that OOl induced 2 signilicant decreamss
in the levek ol activity o the antioxddant encymes CAT, 300, CPx,
GR and G5T probably due to protein insctivation by ROS | Kono
and Fradovich, 1982; Hodgmon amd Fridovich 1975; Tabatabaie
Floyd, 1954} In lect, a decreme ol lepatic G5T adivity in O0L
treated rodents has been reponed belore (Aniva amd Amders,
1985 ) The methanolicextr st and querncetinwerne able to partislly
prevent OOl indueed decsy of antioxidant encyme activities; this
eventive ellect muld ako be obsernved at the histological level
{Fig-2)

In swrimary, it can be sad that H inuladdes contsing free
radical scavengers that elfectively protect the liver against
axidative damage induced by OO0l avaiding the oxddation aof
detaxifying enzymes like GST. GP. GR. CAT and S00. Bath
irethanalic and scetonic extracts of the plant could be prot edtive
against similar elfects by ather hepatotaxic chemicals capable af
inducing bee radicals. The mechaniim desoriled here & consis-
tent with the pharmscologicsl propenies siributed to this plant
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