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RESUMEN

Q.C.B. Liliana Torres Gonzélez.

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: Evaluacion in vitro de la actividad hepatoprotectora de extractos de
plantas del Noreste de México.

NUmero de paginas:

Area de estudio: Quimica Biomédica.

Propdsito y Método de estudio: Evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora de
extractos de plantas del noreste de México a través de un modelo in vitro. Busqueda
bibliografica, selecciébn y recoleccion de cuatro plantas, obtencion de extractos
hidroalcohdlicos, determinacién de la actividad antioxidante del los extractos (a través de la
prueba de DPPH) y en células Huh7 (a través de las pruebas de glutatién reducido y
malondialdehido), evaluacion del efecto de extractos sobre las células Huh7 (medicién de
aspartato aminotransferasa y % de viabilidad), evaluacion de la hepatoproteccién tras la
induccidén de dafio por CCls medida por AST, GSH y MDA. Seleccion del extracto con mayor
actividad hepatoprotectora y realizacion de subfracciones. Evaluacion de la actividad
antioxidante de las subfracciones sobre Huh7 y del efecto hepatoprotector de las mismas.
Contribuciones y Conclusiones:

Todas las plantas presentaron actividad antioxidante por DPPH, variando de acuerdo a la
parte de la planta utilizada, un millén de células de la linea Huh7 fue la requerida para poder
evaluar la actividad hepatoprotectora de los extractos de interés, el extracto hidroalcohdlico
de flor de Centaurea americana fue el Unico que no mostré efecto toxico sobre la linea
celular Huh7 a las dosis de estudio a través de los ensayos realizados y mostré actividad
hepatoprotectora a todas las concentraciones en la linea celular Huh7 retada con CCls, la
subfraccion de acetato de etilo de la flor de C. americana no mostré efecto téxico sobre

Huh7 y presentd una actividad hepatoprotectora a dosis de 100 y 1000 ug/mL.

Dra. Paula Cordero Pérez

Director de Tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 El higado y su importancia.

El higado es el o6rgano interno mas grande del cuerpo. Pesa
aproximadamente 1,300 Kg y esta situado por debajo de las costillas en la
parte superior derecha del abdomen (Figura 1). El higado se divide en 2
I6bulos cada uno constituido por cuatro segmentos. Cuenta con un
importante suministro de oxigeno a través de la arteria hepatica, ademas la
vena porta proporciona nutrientes, compuestos endbégenos y otras
sustancias que son absorbidas desde el intestino (Méndez-Sanchez et al.,

2003).

Higado

Figura 1. Representacion de la ubicacién anatémica del higado.

1.1.1 Morfologia microscoépicay fisiologia hepatica.

El higado Illeva a cabo multiples funciones esenciales, incluyendo la
formacion y excrecion de bilis, sintesis de proteinas, detoxificacion de
xenobidticos y compuestos enddgenos, asi como regulacion de la glucosa

sanguinea. Un desorden en la homeostasia genera lesiones que son



traducidas en enfermedad (Castafieda et al., 2007; Pifieiro et al., 2004). El
higado esta constituido por cuatro principales tipos de células:

O Los hepatocitos que son la maquinaria biosintética del higado.

@® Las células endoteliales ubicadas en la linea sinusoidal que sirven como
una barrera entre la sangre y los hepatocitos.

© Las células de Kupffer, las cuales funcionan como macrofagos.

O Las células estelares que almacenan grasa y vitamina A.

1.1.2 Etiologia de las enfermedades hepéticas.

Las enfermedades hepéticas son causadas principalmente por
medicamentos o drogas (particularmente consumo excesivo de alcohol),
infecciones de origen viral (principalmente por virus de hepatitis B y C),
acumulacion excesiva de grasa Yy desordenes de tipo autoinmune (Lee et
al., 2003, Neuschwander et al., 2003, Castafieda et al., 2007, Méndez-
Sanchez et al., 2003). Estos agentes pueden inducir hepatitis, el cual es un
estado inflamatorio de tipo agudo. Si este estado es persistente se produce
entonces un proceso cronico reversible denominado fibrosis, la cual es una
respuesta a la curacion de heridas caracterizada por la acumulacion de
matriz extracelular que sigue a las formas crénicas de las enfermedades
hepaticas (Mufioz, 1988; Mufioz et al., 2002; Mufioz et al.,, 1986;
http//www.who.int; http://www.ssa.gob.mx; http//www.who.int). El evento
central de la fibrosis hepatica, es la activacion de las células estelares,
conocidas también como lipocitos, células de ito, células perisinusoidales o
células almacenadoras de grasa. Estas células estelares provocan una serie

de cambios incluyendo la degradacion de los componentes de matriz


http://www.ssa.gob.mx/

extracelular, contraccion vascular y liberacion de citocinas. La cirrosis es el
estado siguiente al que puede evolucionar el higado si no es resuelta la
fibrosis. Sin embargo el estadio exacto en que la fibrosis/cirrosis se hace
irreversible es desconocido (Mufioz et al., 1994). La funcion principal de las
células estelares es el almacén de la vitamina A y mantenimiento de los
componentes de matriz normales, los cuales son: colagenos, glicoproteinas
no colagenas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos y proteinas de matriz; al
ocurrir una lesion hepética, las células estelares llevan a cabo una
activacion, en la cual existe pérdida de vitamina A y se transforma en una
célula altamente proliferativa con sintesis de componentes de matriz ricos en
colagena tipo 1 (Sherlok, 1989; Galambos et al., 1983). Se ha demostrado
gue la activacion de las células estelares en higados dafiados conduce a su
proliferacion y transformacion en células ligadas a miofibroblastos (Grant et
al., 1988). Esto se acompafia por una disminucion de los retinoides celulares
y la sintesis de alfa actina de musculo estriado y grandes cantidades de los
mayores componentes de la matriz extracelular, incluyendo colagena tipo I,
[Il'y IV; fibronectina; laminina y proteoglicanos (Dajir et al., 1978; Zhan et al.,
2000). La activacion de las células estelares consta de dos fases: la primera
es la iniciacion, también llamada estado proinflamatorio, caracterizados por
cambios en la expresion de genes, con estimulacion paracrina de una serie
de células incluyendo células de Kupffer, hepatocitos, plaquetas, leucocitos y
células endoteliales que participan en la produccion de fibronectina y la
segunda fase es la activacion de varias citocinas, una de las mas
importantes es el factor de crecimiento transformante beta que pasa de su

forma latente a su forma activa (forma profibrogénica) (Sakaida et al., 1998).



Estos procesos pueden culminar en carcinoma hepatocelular donde existe
un crecimiento no controlado de las células asi como pérdida de la funcién
normal de las células que constituyen este 6rgano. En algunos casos la
Unica alternativa de tratamiento, es el trasplante hepatico (Bataller et al.,

2005, Kershenobich et al., 2003).

1.1.3 Perspectiva global de las enfermedades hepéticas en el mundo.

La infeccion por virus de hepatitis C (VHC) es un problema importante de
salud mundial. Se ha estimado que 170 millones de individuos estan
infectados alrededor del mundo (WHO, 2000), y la prevalencia va de 10 a
20% en paises como Egipto (WHO, 1998). En Inglaterra aproximadamente
27,000 personas han sido diagnosticados con VHC. Sin embargo, muchos
de ellos no desarrollan sintomas de evidencia clinica de hepatitis aguda en
el momento de la infeccién y estudios de prevalencia sugieren que 0.4% de
la poblacién (200,000 personas) podrian ser infectados por VHC. En
ausencia de una vacuna disponible, la incidencia va en aumento, por lo que
se ha estimado que se presentan 3 millones de nuevas infecciones por afio
(WHO, 2000). La morbilidad y mortalidad de la enfermedad varian. Puede
ocurrir en cualquier individuo entre 10 a 30 afios a partir del inicio de la
infeccion, muriendo los pacientes de carcinoma hepatocelular, falla hepatica
u otra condicion extrahepatica.

Entre el 15 al 30% de los pacientes infectados presentan recuperacion
espontanea, sin embargo del 70 al 85% presentan infeccion cronica. Los
pacientes pueden evolucionar a fibrosis en un periodo promedio de 20 afios

y del 15 al 20% desarrollan cirrosis hepatica, aunque pueden evolucionar en



un promedio de tiempo de 10 a 15 afios a partir del diagnéstico a carcinoma
hepatocelular (Di Bisceglie et al., 2003). En Estados Unidos los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades reporta que en el 2002,
3.2 millones de personas presentaron infeccion cronica por este virus,
estimando de 8,000 a 10,000 muertes por esta causa. La Secretaria de
Salud de México reporté que las enfermedades hepaticas crénicas ocupan la
52 causa de mortalidad. Al parecer la etiologia viral mas frecuente de las
hepatopatias crénicas es la infeccion por el virus de hepatitis C (Mufioz et
al., 1986).

Méndez-Sanchez et al., (2005), realizaron un analisis de estimacién de la
tendencia en la prevalencia de las enfermedades hepaticas del 2005 al 2050
en México. Este estudio se basé en el reporte por la Secretaria de Salud. La
causa de mortalidad fue calculada por edad (= a 25 afios) y clasificada por
sexo de acuerdo al Consejo Nacional de Poblacién. Las causas de muerte
relacionadas a las enfermedades hepaticas fueron colectadas de acuerdo
con la Clasificacion Internacional de las Enfermedades en su 102 revision.
Incluyéndose enfermedad hepatica no alcohdlica y cirrosis, enfermedad
hepatica por alcohol (EHA), carcinoma hepatocelular (CHC), hepatitis B y
hepatitis C en la fase aguda y cronica. El analisis de la tendencia muestra
que la causa de prevalencia mas importante de enfermedad hepética en el
hombre sera la enfermedad hepatica por alcohol (866,848 casos) y en la
mujer serd la cirrosis no alcohdlica (291,159 casos), seguida de la
enfermedad hepatica por alcohol.

La cirrosis causa anualmente 150, 000 muertes alrededor del mundo y de

estas del 38 al 50% son por alcohol. Aproximadamente el 7.4% de la



poblacion de Estados Unidos abusa del consumo de alcohol; en Europa del
20 al 30% de la poblacién consume el alcohol en exceso (Méndez-Sanchez
et al., 2005). El incremento en el consumo de alcohol per capita correlaciona
directamente con el niumero de muertes por cirrosis alcoholica en la mayoria
de los paises occidentales y en Japdn. En nuestro pais entre 1950 y 1975 se
registraron aumentos de 100 a 500 % del consumo per capita de alcohol en
términos de alcohol puro (Galambos et al., 1983; Grant et al., 1988). La
cirrosis es la tercer causa de muerte en adultos entre 45 y 60 afios de edad,
y el alcohol esta relacionado con mas del 50% de estas muertes (Dajir et al.,
1978; Stewart et al., 2003). El 55.7% de los enfermos con cirrosis hepética
atendidos en un periodo de 28 afos en el Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran tenia como etiologia el alcoholismo y en segundo lugar
estaba la etiologia viral, correspondiendo al 35.5% de los casos. En el
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” el 80% de los pacientes
con hepatopatia cronica se presentan con cirrosis hepatica, e igualmente la
etiologia mas comun es el alcoholismo (Mufioz, 1988). Durante el afio 2001
de las 159 pacientes atendidos por consultas de primera vez en la Unidad
de Higado del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” las
causas de dafio hepatico y/o vias biliares en orden de frecuencia fueron:
hepatopatia crénica o portador asintomatico de VHB o VHC (25%) varias
enfermedades hepaticas (17%), enfermedad hepética alcohdlica (15%),
enfermedad de higado graso no alcohdlica (11%), cirrosis criptogénica
(10%), hepatitis aguda (9%), hepatitis autoinmune (5%), cirrosis biliar

primaria (5%) y sindrome de Gilbert (3%) (Mufioz et al., 2002).



Las hepatitis virales causadas por virus hepatotropicos hasta ahora
conocidos son las A, B, C, Dy E. Los virus B, Cy D representan las
etiologias mas frecuentes de las hepatopatias cronicas después de la
alcohdlica en la mayoria de los paises occidentales y nuestro pais no es la
excepcion. Dentro de los casos con hepatitis aguda atendidos en el Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, la etiologia mas frecuente es el
virus A (40%), seguida por el virus B (28%) y los otros virus (24%) (Mufioz et
al.,1994)

En China la etiologia mas frecuente de la cirrosis hepatica es la infeccion
cronica por el virus B (Galambos et al., 1983). La infeccion por el VHB afecta
aproximadamente a 2 millones de personas en el mundo y 400 millones son
portadores cronicos (Lee, 1997).

Después de décadas de la infeccién crénica, cerca del 30 al 40% de los
portadores progresan a cirrosis y de estos alrededor de 1 a 5% desarrollan
CHC anualmente (Coffin et al., 2006; Liu et al., 2007; Lok A, 2000).

El CHC es la causa mas frecuente de cancer de higado. Este es
responsable de aproximadamente 1,000,000 de muertes anuales alrededor
del mundo. Los factores etiolégicos asociados al desarrollo de CHC son las
infecciones virales persistentes (VHC y VHB), el contacto persistente con
aflatoxinas y cirrosis hepatica. Durante las pasadas tres décadas, la
incidencia se ha incrementado substancialmente en Japdén, Reino Unido y
Francia. Se reporta que la incidencia de CHC es los Estados Unidos se ha
incrementado de 1.4 por 100,000 habitantes durante el periodo de 1976 a
1980 a 2.4 por 100,000 habitantes durante el periodo de 1991 a 1995 (Seow

et al., 2001). De acuerdo al CDC en Estados Unidos del 15 al 36% de los



casos de CHC estan asociados con infeccion por VHB. En algunos casos el
trasplante es la Unica opcion terapéutica favorable para pacientes con CHC

(CDC, 2002).

1.1.4 Tratamiento de las enfermedades hepaticas.

El tratamiento varia de acuerdo a la etiologia de origen, para VHC se basa
en una combinacion de interferon o pegilado (INF-a-2b 1.5 pg/semana/Kg o
INF-a-2a, 180 ug/peso/Kg) y ribavirina (800 a 1200 mg/dia) por 24 a 48
semanas (NIH Consensus, 2002; Seeff et al., 2002), el interferébn consensus
y la amantadina estan en estudio fase IV, la timosina y la viramidina en fase
[, VX-950, NM-283, BILB 1941, Inhibidores IMPDH, SCH 503034 en fase Il
y el AB68 el cual es un anticuerpo monoclonal y PYN17 que es una droga de
origen botanico en fase | (Ferenci et al.,, 2006). Se ha reportado que la
respuesta virologica sostenida con interferébn pegilado alfa y rivabirina en
pacientes con hepatitis C es de aproximadamente de 54 a 63% (Fried et al.,
2002). En el tratamiento de VHB han sido empleados el interferén pegilado,
asi como analogos de nucledsidos los cuales inhiben la replicacion viral
(lamivudina, adefovir y entecavir) y se encuentra en estudio el Tenofovir
(Dean et al., 2006). La respuesta virolégica en pacientes con hepatitis B
cronica con analogos de nucledsidos o interferon va de 18 a 30%
(Conjeevaram et al., 2003). Se han descrito un serie de sustancias con
actividad hepatoprotectora como la IL-10, la S-adenosiimetionina (SAMe),
Adenosina, Lipohen, Rychal-su y el Emodin entre otros (Larrey et al., 1995;
Bone-Larson et al.,, 2001; Ahmad et al., 2002; Schuppan et al.,, 1999;

Ansorena et al., 2002). Sin embargo dos de los mas utilizados son la



SAMe y el acido ursodesoxicélico (UDCA). La SAMe es una molécula
distribuida en todo el cuerpo y actia como un grupo donador de metilos y
activador enzimatico en un numero de reacciones bioquimicas. La metionina
es metabolizada en el higado donde es convertida a SAMe por la SAMe-
sintetasa. La SAMe es un componente esencial de reacciones de
transaminacion y precursor de poliaminas y sintesis de glutation en el higado
(Chang et al., 2006; Mato et al., 1999; Hernandez et al., 2001; Tsai et al.,
2001). Por otro lado el UDCA es un acido biliar hidrofilico que disminuye los
niveles de acidos biliares hidrofébicos enddgenos e incrementa la proporcion
de acidos biliares hidrofilicos no toxicos. EI UDCA incrementa la actividad de
la metionina adenosil- transferasa y los niveles de glutation hepético, el cual
es una sustancia de defensa en control del dafio celular oxidativo (Bellentani
et al., 2005; Angulo, 2002).

Los esfuerzos hasta ahora empleados para controlar las principales
etiologias que afectan al higado han sido enfocados hacia la concientizacion
del uso de bebidas alcohodlicas para prevenir la cirrosis alcohdlica y la
aplicacion de vacunas para prevenir las hepatitis virales (nifios y adultos vs
hepatitis A y B), asi como investigacion en la poblacion crénicamente
enferma y el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (interferdn,
interferén pegilado, analogos de nucledsido, modificadores de la respuesta
inmune — interleucinas-, lamivudina, timosina alfa, etc). El aumento en las
expectativas de vida con los tratamientos hasta ahora evaluados no ha
obtenido resultados satisfactorios, por lo que el estudio de nuevas drogas
efectivas en el tratamiento de las enfermedades hepaticas principalmente de

origen por consumo de alcohol y hepatitis virales contribuird



considerablemente en la resolucion de este problema en nuestro pais y a

nivel mundial.

1.2 Medicina alternativa y complementaria.

La medicina alternativa y complementaria (MAC) es definida como “sistemas
de diagndstico y tratamiento médico diferido en técnica de los practicantes
alopéticos usando drogas y cirugias para el tratamiento de enfermedades y
heridas" (Carrie et al., 2002) asi mismo, se define MAC como “conjunto de
sistemas, practicas, productos médicos de atencién de la salud, que no son
integradas en la medicina convencional” por el Centro Nacional para la
Medicina Alternativa y Complementaria (NCCAM por sus siglas en inglés
National Center for Complementary and Alternative Medicine) creado en
1998 (Seeff et al., 2001; Sparreboom et al., 2004; Montes de Oca et al.,
2005; Comar et al. 2005). Las practicas de atencion de la salud son
clasificadas en cinco categorias (Cohen M.H. et.al., 2003):

O Sistemas de medicina alternativa (Homeopatia, Naturopatia, Medicina
Tradicional China y Ayurvedica).

@® Intervenciones de mente-cuerpo (meditacion, oracién, mente sana, arte,
musica o terapia de danza).

© Terapia basada en biologia (hierbas, alimentos y vitaminas).

® Meétodos basados en manipulacion de cuerpo (quiropractica o
manipulacion osteopatica).

© Terapias de energia (Gi gong, Reki, terapias de bioelectromagnetismo, en

campos electromagnéticos).



La agencia para la investigacion y calidad de cuidados de la salud dedica
parte del programa "Practica basada en evidencias" para reportes en MAC.
En el 2004, 19 de méas de 100 evidencias reportan intervenciones de MAC,
en estos reportes se incluyen el empleo de suplementos botanicos y
herbales, medicina tradicional y vitaminas (Shekelle et al., 2005).

El termino MAC empleado para un grupo heterogéneo de teorias y practicas
ha tenido un incremento de uso por la poblacion alrededor del mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha sefialado que 80% de las
personas que vive en los paises en desarrollo utiliza la medicina tradicional
herbolaria para resolver sus problemas de salud, con estos datos se puede
calcular que 64% de la poblacion mundial hace uso de las plantas
medicinales en forma no industrializada, estimandose que el nimero de
especies utilizadas varia entre 35,000 y 75,000 (Farnsworth et al., 1991,
Romero et al.,, 2004). Esta organizacion mundial refiere que el uso de
remedios herbales impulsé un mercado que se estimo en el 2003 alrededor
de 60 billones de ddlares anuales y sigue creciendo de forma constante
(WHO, 2003). En el Reino Unido un 20% de la poblacién utiliza MAC y en
Alemania un 65% (Fogden et al., 2003).

Se ha reportado que a la fecha al menos 42% de poblacion de Estados
Unidos usa MAC de forma regular (Carrie et al., 2002). En el afio 2001, 17.8
billones de ddlares fueron invertidos por la poblacion de los Estados Unidos
en suplementos y 4.2 billones en hierbas y otros remedios herbales (Marcus
et al., 2002). En un estudio realizado en los Estados Unidos se demostrd
que el 39% de los pacientes atendidos en las clinicas hospitalarias usaban

MAC y el 21% usaba preparaciones herbales principalmente para
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indicaciones de desordenes hepaticos, el remedio herbal mas utilizado fue la
silimarina. Se reporté también que del 20 a 30% de pacientes atendidos en
Clinicas de Higado utilizan remedios herbales (Seeff et al., 2001; Fogden et
al., 2003). Se ha reportado el uso de la silimarina por el 31% de los
pacientes atendidos en la Clinica de Hepatologia en Oregon (Flora et al.,
1998). Otro estudio en el que se incluyeron 92 pacientes con VHC, se
reporta que 61% de los pacientes refieren el uso de MAC, dentro del cual el
42% refirio el uso de vitaminas, 17% de minerales, 41% de remedios
herbales y 18% de otros. La silimarina fue consumida por el 17% de los
pacientes encuestados (Mayer et al., 2005).

México no es la excepcion a este hecho, el gobierno de la Republica
Mexicana cred en los 70's el Instituto Mexicano Para el Estudio de las
Plantas Medicinales (Impelam) como respuesta al problema de salud en
zonas marginales. El Impelam intentaba, ademas de investigaciones a
fondo, preservar conocimientos médicos milenarios por medio de la
educacién (Soto, 2003). Este esfuerzo se tradujo en el programa IMSS-
Complamar en el cual se realizé un estudio con el propésito de difundir el
conocimiento y las experiencias de los terapeutas tradicionales. En este
estudio se inform6 que en promedio la proporcion entre médicos
convencionales y médicos que utilizan MAC en el medio rural era de 1 a 4,
ademas se identificaron 1,950 especies de plantas utilizadas por médicos
tradicionales a lo largo del pais, la mayoria de las cuales fueron recolectadas
de poblaciones silvestres con algun grado de cultivo y domesticacion de las

plantas mas comunes (Lozoya, 1988).
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Se ha estimado que solo el 1% de las plantas medicinales han sido
estudiadas cientificamente (Argueta, 1994). Se calcula que la flora medicinal
mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas que tienen un potencial
terapéutico, dato estimado por el Instituto Nacional Indigenista en 1997
(Gutiérrez et al., 2006). En 1987, un estudio realizado por el IMSS referente
al uso de la medicina tradicional, mostré6 que en el Estado de Sonora se
utilizaban 102 plantas con propodsitos medicinales. En este estudio se
encontré que el 78% de las plantas medicinales eran utilizadas como
tratamiento para enfermedades respiratorias y digestivas (Osuna et al.,
1989). En otro estudio realizado por el IMSS de Octubre 2000 a Febrero de
2001 que incluyd 106 médicos y 400 pacientes en hospitales de Morelos y el
Hospital General de Cuernavaca mostré que el grado de aceptacion de los
fitofarmacos entre los médicos fue de 68.8% y entre los pacientes 44.5%. El
fitofarmaco prescrito con mayor frecuencia fue el Psyllium plantago, le
siguieron el extracto de Valeriana officinalis, Aesculus hippocastanum vy
Ginkgo biloba (Romero et al., 2004). En el IMSS la Division de Investigacion
Biomédica lleva el herbario medicinal del Seguro Social (Montes de Oca-
Rosas D., y et al. 2005). Sin embargo, no hay estadisticas recientes en
México sobre el porcentaje de personas que utilizan o dependen de la
medicina tradicional, como tampoco lo hay sobre los volimenes de comercio
de las plantas medicinales mas utilizadas.

Los problemas originados a partir de la utilizacion de productos herbales o
plantas medicinales para el tratamiento de las enfermedades que atafien a la

poblacion son:
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e La hepatotoxicidad producida tras el empleo de estos productos solos
0 en combinacion con medicamentos convencionales o al obtener la
planta equivocada a falta de un experto en el area, pues existen
plantas con similares caracteristicas fisicas pero con metabolitos
secundarios de distinta indole (Dominique et al., 1995; Dominique et
al., 1997; Stedman et al., 2002; McRae et al., 2002).

e La falta de regulaciobn en el control de calidad de los productos
herbales o suplementos alimenticios, los cuales pueden presentar
adulteracion y consecuencia de esto son dosis inadecuadas de
tratamiento lo cual modifica la farmacocinética (Marcus et al., 2002;

De Smet, 2002; Stickel et al., 2005).

1.2.1 Productos herbales en el tratamiento de las enfermedades
hepaticas.

Diversos estudios han descrito que agentes terapéuticos de plantas pueden
poseer actividad anti-hepatitis o pueden actuar contra enfermedades
asociadas al higado. Una gran cantidad de especies vegetales a nivel
mundial han sido empleadas con este fin, tales como: Phyllanthus amarus,
Picrorhiza kurroa, Glycyrrhiza glabra, Wilkstroemia indica, Silybum
marianum, Peumus boldus , Taraxacum offinale, Anthemis nobilis,
Centaurium erythraea, Centaurea aspera, Fumaria officinalis, Cynara
scolymus, Bupléurum root, Pinellia tuber, Stephania tetrandra, Magnolia
officinalis, Medicago sativa, Pimpinella anisum, Salvia officinalis, Melissa
officinalis, Nigella sativa, Trichilia rocka, Psoralea corylifolia, Illex

paraguariensis, Eclipta prostrata, Osbeckia aspera entre otras. En la
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literatura se ha reportado el beneficio de algunos de estos extractos ya que
tienen moléculas con propiedades antioxidantes, antifibroticas, antivirales o
anticarcinogénicas, tales como: glicirrizina, la filantina, silibinina, picrosida las
cuales derivan de Glycyrrhiza glabra, Phyllanthus amarus, Silybum
marianum, Picrorhiza kurroa respectivamente. Estas moléculas pueden
servir como compuestos primarios para el desarrollo de drogas
hepatotropicas especificas (Schuppan et al., 1999; Ansorena et al., 2002,
Hernandez et al., 2001; Tsai S.M., et al., 2001; Angulo, 2002; Hamburger et
al., 1991; Lozoya, 1997; Larrey et al., 1997).

Cabe mencionar que tanto la medicina tradicional China, Japonesa y
Ayurvedica han descrito diversas formulaciones de extractos de plantas para
el tratamiento de enfermedades hepaticas (Schuppan et al., 1999; McCulloch

et al., 2002; Yamashiki et al., 1997).

1.2.1.1 Silybum marianum (silimarina).

Este extracto es uno de los productos herbales mas utilizados por la
poblacién alrededor del mundo, en el 2001 este producto ocupé el lugar
namero 12 de los 20 productos mas utilizados en el mercado de los Estados
Unidos y su empleo tiene una extensa historia (Ball et al.,, 2005).
Theophrastus en 371-287 A.C., fil6sofo griego y sucesor de Aristételes lo
refiere con el nombre de Pternix (Morazzoni et al., 1995). En tiempo de los
romanos, Dioskurides (40-90 D.C.) describe la planta y que ésta era
excelente para excretar bilis (Luper S., 1998). Para el siglo XVI, el Silybum
marianum habia comenzado a ser una planta medicinal para el tratamiento

de las enfermedades hepatobiliares (Schuppan, 1999). En 1652, Nicolas
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Culpeper, escribe “El médico Inglés” en el cual describe al Silybum
marianum como una excelente planta para el tratamiento de obstrucciones
de vesicula y en higado (Ball, 2005). La planta llega a América con los
colonizadores Europeos. A finales del siglo pasado los Eclécticos (1900),
utilizaban extractos de esta planta para el tratamiento de higado, vesicula,
rinon y para desérdenes menstruales (Giese, 2001). El interés médico por el
extracto se observd en 1960 cuando se realizaron investigaciones
principalmente en Alemania, para el tratamiento de los enfermedades
hepaticas agudas y croénicas que reportaron al extracto como un agente
hepatoprotector para prevenir el dafio por toxicidad (Luper, 1998).

Silybum marianum es una hierba que pertenece a la familia Asteraceae. Es
nativa del area del Mediterraneo y crece en el sureste de Europa. A partir de
las semillas de Silybum marianum se extrae la silimarina que es una mezcla
de flavanolignanos: silibinina (principal componente activo), silidianina y
silicristina (Morazzoni et al. 1995). Otros componentes incluyen la tiramina,
histamina, aceites esenciales, lipidos, azUcares, alcaloides, saponinas,
mucilagos, acidos organicos, vitamina C, E y K y otros flavonoides tales
como la quercetina, taxofolina y el dihidrokaempferol (Flora et al., 1998).
Ademas las semillas de esta planta contienen betaina (precursor de la S-
adenosilmetionina una potencial sustancia hepatoprotectora) y acidos grasos
esenciales los cuales han mostrado tener una actividad anti-inflamatoria
(Lupe, 1998).

Las preparaciones de esta planta son realizadas de varias formas. Dado que
no es soluble en agua, el té (decoccion) es considerado una forma

ineficiente. Muchas preparaciones de la planta son extractos, ahora
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estandarizados a 70 a 80% de silibinina. La baja absorcién en el tracto
gastrointestinal (23 a 47%) llevd a la necesidad de desarrollar formas con
constituyentes como la fosfatidilcolina o beta ciclodextrina para mejorar su
absorcién (Simanek et al., 2000).

La silimarina es administrada en capsulas o tabletas de extracto
estandarizado a 70 a 80% de silibinina, sin embargo la composicion actual
de la mayoria de las formulaciones es desconocida debido a su baja
regulacion por manufacturas o agencias gubernamentales (Boigk et al.,
1997). El tiempo de absorcién de la concentracion maxima en suero después
de la administracion oral depende del producto herbal administrado. Se
recomienda 100 a 200 mg de silimarina dos a tres veces por dia para el
tratamiento de las enfermedades hepéticas (Blumenthal et al., 2000).

Un estudio de biodisponibilidad mostré que una dosis oral simple de 560 mg
de silimarina no complejada que equivale a 240 mg de silibinina, resulté en
una concentracién sérica maxima de 340 ng/mL, observada entre 1 y 3
horas posterior a la administracion, dependiendo del producto utilizado. La
silibinina es principalmente excretada en la bilis y secundariamente en la
orina. La media de depuracion en humanos es reportada de 6 a 7 horas
(Lorenz et al.,, 1984). La farmacocinética de la silibinina es modificada
considerablemente cuando esta complejada con otra molécula. Asi el
dihemisuccinato de silibinina es soluble en agua y la silibinina fosfatidilcolina
soluble en lipidos, son formulas desarrolladas para incrementar su
biodisponibilidad (Saller et al., 2001).

Existen un nimero limitado de estudios clinicos controlados, randomizados,

sobre investigacion de la silimarina o la silibinina. Sin embargo, existen cerca
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de 450 estudios cientificos en modelos experimentales in vitro e in vivo
respecto de la eficacia de este extracto (Ulrichova, 2000). Se han reportado
varios mecanismos de accién para la silimarina de acuerdo a los resultados
obtenidos de estas investigaciones, como antioxidante por incremento de la
actividad de la enzima superoxido dismutasa en eritrocitos y linfocitos (Varga
et al., 2001), otro de ellos es que estabiliza la membrana de los hepatocitos,
previniendo que las toxinas entren en la circulacidbn enterohepatica
promoviendo la regeneracion hepatica por estimulaciéon nucleolar de la
polimerasa A e incremento de la sintesis de proteinas ribosomales
(Blumenthal, 2000). La silibinina inhibe selectivamente la formacion de
leucotrieno B4 por las células de Kupffer (DehmLow et al., 1996); previene la
depleciéon de glutatién en cultivo de hepatocitos humanos, protegiendo a las
células del dafio inducido por metotrexate y etanol (Neuman et al., 1999). La
silimarina tiene efectos inmunoestimuladores y aumenta la secrecion de
INF-y, IL-4 e IL-10 en cultivo de linfocitos (Wilasrusmee et al., 2002). Inhibe
la produccién de 6xido nitrico en macréfagos (Kang et al., 2002). La silibinina
inhibe el crecimiento de células de hepatocitos (HepG2 y Hep3B) con una
fuerte toxicidad en Hep3B, lo cual se asocia con la induccion de apoptosis.

No se ha encontrado que la silimarina reduzca la carga viral en hepatitis
(Chévez, 2001). La silimarina no ha mostrado tener actividad contra el virus
de hepatitis B in vitro (Mehrotra et al. 1990). También redujo la progresion a
fibrosis secundaria al consumo de alcohol en el modelo de primate africano
(babuino) (Liebre et al., 2003) y se ha reportado como extracto
hepatoprotector atenuando una variedad de sustancias tdxicas, tales como,

acetaminofén, etanol, tetracloruro de carbono y galactosamina (Chrungoo et
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al., 1997). La silimarina puede ser eficaz en casos de hepatitis A, cirrosis por

alcohol y en casos de exposicion a quimicos (Blumenthal, 2000).

En resumen la silimarina tiene varias propiedades benéficas con atractivo
potencial terapéutico para las enfermedades hepaticas por alcohol, asi como
efectos en la regeneracion hepatica, en la peroxidacion lipidica, en

inflamacion y en la fibrogénesis hepatica.

1.3 Modelos para la evaluaciéon de extractos de plantas.
Recientemente ha sido expuesta la importancia de la evaluacion de los
remedios herbolarios. Existen modelos in vitro e in vivo para dicho propésito.
Referente a los sistemas in vitro, las lineas celulares de tumores humanos
han sido extensamente utilizadas como modelos de varias enfermedades.
Debido a que el higado es el 6rgano central en el metabolismo de drogas y
es el primer blanco de la patogénesis relacionada con drogas, el uso de las
lineas celulares derivadas de hepatoma humano tales como HepG2, Huh-7,
Hep3B, FOCUS y SK-Hepl es relevante para evaluar el efecto
hepatoprotector de extractos de plantas (Ljubuncic et al., 2005; Lee et al.,
2005; Kikkawa et al., 2005; Keong et al., 2001; Simanek et al., 2000). Estas
células se consideran transformadasy mantienen muchas funciones de las
células hepéaticas, ademas son menos susceptibles a apoptosis (Sprinzl et
al., 2001).
El empleo de este tipo de sistema presenta ventajas:

e Permite realizar multiples experimentos en los cuales las variables

pueden ser controladas, las dosis de estudio puede ser modificadas y
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se pueden hacer varias réplicas de un experimento, siendo asi
reproducible.

e Las células tienen naturaleza metabdlica similar al érgano de interés.

e Reduce significativamente el numero de animales requeridos para
una investigacion.

¢ Provee efectivamente un rastreo de los compuestos de estudio.

e Permite investigar las vias de sefalizacion y moleculares del

mecanismo de accién del compuesto de interés.

También se cuenta con el cultivo primario de hepatocitos. Este provee un
modelo para el estudio de los procesos fisiolégicos y fisiopatologicos del
higado. Estas células son aisladas de especimenes frescos de higado y se
emplea el método de dos pasos de perfusién de colagena para la obtencién
de células, una vez obtenidas la suspension homogénea del higado es
filtrada y purificada por triple centrifugacion en hielo y se mide la viabilidad
celular (determinada por exclusion de azul tripano). Una vez obtenidas las
células se mantienen en condiciones de medio y humedad ideales (Schulze-
Bergkamen H, et al. 2003).

Por otro lado esta el modelo in vivo, en el cual se evaltan los efectos del
compuesto de interés en un sistema celular mas complejo, para este se
pueden emplear ratas, babuinos, entre otros.

Como ha sido expuesto, la actividad hepatoprotectora de los extractos
utilizados para el tratamiento de las enfermedades hepéaticas se ha
relacionado con sus propiedades antioxidantes. En la esteatohepatitis no

alcohdlica, en enfermedad hepatica por virus C y en la enfermedad hepéatica
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por alcohol, el estrés oxidativo producido por estos agentes genera especies
reactivas de oxigeno (EROs) (Chang et al., 2006; Neuschwander et al.,
2003; Jain et al., 2002). Es bien conocido que EROs inician la peroxidacion
lipidica, modulan vias de sefalizacion por efecto sobre las enzimas
sensibles al estado Oxido-reduccion, organelos y factores de transcripcion,
afectando proteinas y acidos nucléicos causando destruccién celular
(Jaeschke et al., 2000; Santra et al., 2000; Lieber et al., 1997; Otani et al.,
2005; Fernandez-Checa et al., 1998; Okuda et al., 2002).

La capacidad antioxidante de los extractos puede ser determinada por
el método captura del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por
espectrofotometria o por cromatografia en capa fina (Shanmugasundaram et
al., 2006), supresion de la oxidacion de beta caroteno por espectrofotometria
(Ljubuncic et al., 2006), capacidad de captura del anion superoéxido y radical
hidroxilo (Russo et al., 2005), con la medicion de las especies reactivas de
acido tiobarbitarico en homogeneizados de higado de ratas (Ljubuncic et al.,
2005), inhibicién de la actividad de xantina oxidasa (Russo et al., 2005), por
efecto en el glutation celular (Knowles et al., 1980), entre otros.

Para la induccion del dafio celular se puede utilizar el tetracloruro de carbono
(CCls), la D-galactosamina, el acetaminofén, entre otras drogas. Estos
modelos experimentales de dafio estan bien establecidos en animales.

El CCls se acumula en las células hepéaticas y es metabolizado a radical
triclorometil (CCls*) por el sistema citocromo P-450 dependiente de
monooxigenasas. El CCls causa elevacion de las transaminasas (aspartato

aminotrasferasa, AST y alanino aminotransferasa, ALT) en suero, asi como
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de malondialdehido por la induccién de la peroxidacion lipidica y consumo

del glutation reducido en la célula para contrarrestar el efecto (Figura 2).
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Figura 2. Representacion del mecanismo de accién del CCly.

Un incremento significativo de los niveles de estas enzimas es indicativo de
dafo celular (Shyamal et al., 2006). Las transaminasas son enzimas que
catalizan la transferencia de un grupo amino de los aminoacidos a los
cetoacidos. La AST se encuentra en concentraciones altas en el muasculo
cardiaco, las células hepaticas y las células del musculo esquelético e
igualmente, en menor grado, en otros tejidos. Aunque un nivel elevado de
AST en el suero no es especifico de la enfermedad hepética, se usa
principalmente para diagnosticar y controlar el curso de esta enfermedad, en
combinacion con otras enzimas como la ALT, fosfatasa alcalina y bilirrubina.
El rango normal es de 10 a 34 UI/L. Su importancia radica en ser indicadores
de la afectacién de las células hepéaticas pues las enfermedades que afectan

estas células producen la liberacion de estas enzimas, sus niveles
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marcadamente aumentados en la sangre indican una destruccién de las
células hepaticas (Shyamal et al., 2006).

El malondialdehido (MDA) es un producto directo de la accion de los
radicales libres de oxigeno (RLO) sobre los acidos grasos poliinsaturados
de la membrana celular. Estos radicales libres atacan a los acidos grasos
polinsaturados de las membranas celulares y lipoproteinas
transformandolos en acidos grasos peroxidados, los cuales sufren un
acortamiento de su cadena lateral liberando malondialdehido, de tal manera
qgue la concentracion sérica de MDA, es proporcional a los acidos grasos
poliinsaturados oxidados y por lo tanto un buen indicador de peroxidacion
lipidica. Sus niveles séricos basales de acuerdo a datos de referencia
oscilan de valores no detectables a 2.0 mmol/L (Manna et al., 2006).

Por otro lado, el glutation (GSH) es un tripéptido constituido por tres
aminoacidos: glicina, cisteina y &cido glutamico. ElI 2-amino-5-{[2-
[(carboximetil) amino]-1-(mercaptometil)-2-oxoetil] amino}-5-acido
oxopentanoico, es una y-glutamilcisteinglicina distribuido ampliamente en
animales y plantas. Es una antioxidante intracelular para lo cual utiliza el
grupo tiol de la cisteina como agente reductor. Actla reduciendo especies
reactivas del oxigeno como perdoxido de hidrogeno gracias a la enzima
glutation peroxidasa. El GSH sirve como un co-sustrato nucleofilico a la
glutation transferasa en la detoxificacion de xenobidticos y es un esencial
donador de electrones para la glutation peroxidasa en la reducciéon de
hidroperoxidos. GSH también esta implicado en el transporte de
aminoacidos y mantenimiento del estado de proteinas por reducciéon de

sulfihidrilos. Se produce en forma natural en las células animales y lo

23


http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A1mico

podemos obtener de la dieta diaria en alimentos tales como frutas y
vegetales frescos o congelados, pescados, carnes, esparragos, aguacate y
nueces. Es un auxiliar para la desintoxicaciéon de las células del higado
debido a que ésta proteina tiene una excelente capacidad de reaccionar con
sustancias téxicas (acetaminofén, cobre, cadmio y paracetamol) y favorecer
su eliminacion. En plasma su concentracion es 0.05 mM y en higado 5 a 7

mM (Ljubuncic et al. 2006).
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1.4 Justificacion.

Debido a que se ha reportado que hasta un 30% de los pacientes que
asisten a Clinicas de Higado utilizan los remedios herbales para el
tratamiento de las enfermedades hepaticas, se considera necesario evaluar
la posible actividad antioxidante y hepatoprotectora de algunas de las
plantas de la region noreste de México a través de un modelo in vitro y a
futuro aislar principios activos de dichas plantas con potencial accién

hepatoprotectora.
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1.5 Objetivo General.
Evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora de extractos de plantas

a través de un modelo in vitro.

1.6 Objetivos especificos.
1. Realizar una busqueda bibliografica de plantas del noreste de México
utilizadas comunmente en la medicina tradicional para el tratamiento

de enfermedades hepaticas.

2. Obtener extractos hidroalcohdlicos de la parte area (flor, tallo-hojas) y

/o raiz de cada una de las plantas seleccionadas.

3. Evaluar la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohoélicos

obtenidos.

4. Evaluar la actividad hepatoprotectora de los extractos hidroalcohdlicos
en la linea celular de hepatoma Huh7 expuesta a tetracloruro de

carbono.

5. Obtener subfracciones del extracto hidroalcohdlico con mayor

actividad hepatoprotectora utilizando solventes de diferente polaridad.

6. Evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora de Ilas
subfracciones en la linea celular de hepatoma Huh7 expuesta a

tetracloruro de carbono.



CAPITULO I
MATERIAL Y METODOS

2.1 Material
2.1.1 Reactivos y solventes.
e Agua bidestilada.
e Agua miliQ.
e Alcohol etilico absoluto anhidro, J.T.Baker.
e n- hexano 95%, ACS Fermont Lote 708334.
e Acetato de etilo, Fermont Lote 603433.
e n-butanol, Fisher Chemicals Scientific Lote 042394.
e Silibinina, Sigma-Aldrich Chemical Co.
e DPPH (Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), Sigma-Aldrich Chemical Co.
e Dimetil sulféxido, ACS Research Organics Lote W58196.
Marca Cayman Chemical
e Acido tiobarbiturico (vial con 0.53 g de acido tiobarbiturico).
e Acido acético (vial con 50 mL).
e Hidroxido de sodio (vial con 50 mL).
e Solucion de dodecil sulfato de sodio (vial con 30 mL).
e Estandar de MDA (vial con 20 mL de 100nmol/mL de malondialdehido
Bis(dimetilacetal).
e Agua desionizada estéril (vial con 100 mL).
e Amortiguador de acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico, fosfatos y EDTA
(vial con 11.25 mL).

e Mezcla de cofactor NADP*y glucosa-6-fosfato (vial con 0.45 mL).
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e Mezcla de glutation reductasa y glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (vial con
2.1 mL).

e Acido 5,5’ —ditiobis-2-nitrobenzoico (vial con 0.45 mL).

Marca Gibco Invitrogen.

e Médio de cultivo Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Médium; D-MEM).
e Suero fetal bovino (serum bovine fetal; SBF).

e Tripsina 1x.

e Antibidtico 100x (100 UlI/mL de penicilina 'y 100 ug/mL de estreptomicina).
e Solucion salina amortiguadora de fosfatos (phosphate buffer saline; PBS)
1x en tabletas. (10 mM de fosfatos, 150 mM de cloruro de sédio, pH 7.2 a
7.3).

e Azul tripano 0.4% Lote 1293059.

e Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol —2-il)-2,5-difenil-2H- tetrazolium (MTT)

LoteX62920.

2.1.2 Material herbario

La seleccién de las plantas se llevé a cabo bajo criterios etnofarmacoldgicos
y quimiotaxonémicos con la ayuda del Bi6élogo Humberto Sanchez quien
orientd sobre la localizacién, la relacion taxon6mica con otras plantas
reportadas con actividad antioxidante. Un espécimen de cada planta
colectada se envié al Herbario Institucional de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn para determinar su
clasificacion taxondmica correcta. Las plantas seleccionadas bajo estos
criterios fueron Centaurea americana, Juglans mollis, Krameria ramosissima

y Turnera diffusa.



2.1.3 Material Bioldgico.
Se utilizé la linea parental de hepatoma humano Huh7 (Figura 3), donada

por el Dr. A. Koromilas (Lady Davies Insitute, McGill University, Canada).

Figura 3. Fotografia de la linea celular Huh-7 parental en medio D-MEM

suplementado con 10% de SFB y 1% de antibiotico

2.1.4 Material General.

e Licuadora osterizer.

e Molino.

e Embudo Pyrex de vidrio.

e Matraces Erlenmeyer Pyrex de 1000 mL.
e Matraces bola Pyrex de 1000 mL.

e Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

e Tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

e Gradillas.

e Celdas de cuarzo de 1 cm de trayecto 6ptico.
e Papel filtro Whatman No.1.

e Canicas.



e Pipeta multicanal marca Labnet, para volumen de 50 a 300 pL.

e Pipeta automatica de volumen ajustable marca BioPet, para volumen de
0.5a10yde 10 a 100 pL.

e Pipeta de volumen ajustable marca Finnpipette, para volumen de

40 a 200 uL

e Pipetas automaticas de volumen ajustable marca Wilson para

200y 1000 pL

e Puntillas para pipeta automatica de volumen ajustable p200, p300, p1000
Marca Corning.

e Pipetas seroldgicas estériles, desechables, empaque individual
plastificado, con graduacion de 1/10 mL, capacidad de 5y 10 mL.

e Botella para cultivo celular con ventilacion de 75 cm?, con capacidad de
300 mL, triangular, cuello recto, tamafio de membrana: 0.22 um.

e Placas para cultivo celular de 6 pozos, fondo plano, estériles.

e Tubos de fondo conico, estériles, graduados, para volumen de 15y 50 mL
e Tubos para microcentrifuga no estériles con graduacion hasta 0.65 mL y

hasta 2 mL.
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2.2 Equipo.

e Balanza analitica Denver Instrument APX-200.

e Equipo de rotaevaporacion Yamato RE500.

e Espectrofotémetro UV-Visible Beckman DU 7500 con arreglo de diodos.
e Campana de Bioseguridad Il Tipo A2 Marca Nuaire.

e Centrifuga Thermo Electro Corporation Centra CL2.

e Microscopio Olympus CKX41.

e Incubadora CO2 Water-Jacketed Incubator Autoflow Marca Nuaire.

e Centrifuga refrigerada Heraeus Biofuge primo R.

e Baro de ultrasonido Branson 3510.

e Agitador mecanico Labnet Vortex VX100.

e | ector de microplacas Multiskan Ex Labsystems.

e Sistema de quimica seca Vitros Systems Chemistry modulo central y
DTSCII de Ortho-Clinical Diagnostics.

e Agitador mecanico Daigger Model 22406.

e Estufa Marca Blue M.

e Espectrofluorémetro LS45 Perkin Elmer.

e Lector de microplacas “ Expert Plus” con filtro lectura de 405 nm.

e Ultracongelador So-Low a - 80°C.
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2.3 Metodos.

2.3.1. Busqueda Bibliografica.

Se realizé una busqueda bibliogréafica en:

*Linea. Pubmed, Medline, EMBASE, EBM Reviews - Cochrane Controlled
Trials Register, AMED (Allied and Complementary Medicine), EBM Reviews-
ACD Journal Club, and MD Consult utilizando las palabras clave de
hepatoprotective effect of extracts, hepatoprotective activity of extract,
hepatoprective plants of México, plants of Mexico by liver diseases.

*Libros. “Remedios para mas de 200 Enfermedades, Hierbas curativas” de
Michael Castleman, “ Therapeutic Guide to Herbal Medicines “ de Busses et
al., “Plantas medicinales, virtudes insospechadas de plantas conocidas”
Selecciones de Reader's Digest, “Manual de Herbolaria Mexicana” de Dra.
Carmen Suero.

*Encuesta. Aplicada a los pacientes que consultan en la Unidad de Higado
del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

*Se acudi6é con el Bidlogo Botanico Humberto Sanchez experto en plantas
de la regidbn noreste para tener un guia en la disponibilidad de plantas,
temporadas de recoleccion, asi como la identificacion de la planta para su

recoleccion.
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2.3.2 Obtencion de extractos hidroalcohdlicos.

Cada planta se sec6é a temperatura ambiente por dos semanas, Yy
trascurrido este tiempo se separ6 en la parte area (flor, fruto, tallo-hoja,
corteza), y en raiz de acuerdo a cada planta. Las partes de la planta se
molieron en licuadora finamente, en algunos casos se utilizO previamente
un molino. Una vez molido el material se almacend en bolsas etiquetadas
con la fecha y el lugar de recoleccion, para su posterior uso.

Del material previamente molido se pes6é 50 g y se coloc6é en un matraz
erlenmeyer de 500 mL, se realiz6 2 extracciones con 350 mL y una con 300
mL de etanol:agua en proporcion 90:10 mediante agitacion en placa con
barra magnética por 30 minutos en cada extraccién. Los extractos se
recuperaron por filtraciébn gravitacional, el solvente se evapor6é a presion
reducida a 37°C. Se recupero el extracto por raspado y este se secO en

estufa y almacend para su posterior uso.

2.3.3 Obtencién de las subfracciones a partir del extracto
hidroalcohdélico seleccionado.

Se peso6 10 g del extracto hidroalcohdlico de flor de Centaurea americana y
se resuspendié en 300 mL de etanol:agua (10:90) (fue necesario sonificar
para lograr la suspension homogénea del extracto). Una vez obtenida dicha
suspension se vacio a un embudo de separacion, y se procedié a realizar 3
extracciones para cada solvente (200 mL cada una) con n-hexano, acetato
de etilo y n-butanol, quedando al final un residuo acuoso. Todos los
extractos obtenidos se evaporaron a presion reducida a 37°C y se

obtuvieron por raspado. Se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.
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2.3.4 Medicion de la actividad antioxidante del extracto.
La actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos se evalué en
términos de la capacidad de captura de radicales libres, usando el radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), de acuerdo a lo descrito por Naik E.H.
(2002) y Lee S.E. (2003).
Procedimiento.
1. Se preparo una solucion de extracto a una concentraciéon de 1 mg/mL
en etanol al 100%, como control positivo se utilizé la quercetina.
2. Se prepar6 una solucién de DPPH a una concentracion de 0.2 mg/mL
en etanol al 100%.
3. Se mezcl6 500 puL de las soluciones preparadas en el tubo
correspondiente y se dej6 en oscuridad por 30 minutos.
4. Una vez transcurrido el tiempo se midié la absorbancia de la muestra
a 517 nm en un espectrofotometro.
% Reduccién =(A-B) x100/A
A= absorbancia de la solucion DPPH.

B= absorbancia del extracto con DPPH.

2.3.5 Cultivo celular.

2.3.5.1 Congelamiento de linea parental Huh7.

1. Se retir6 el medio de cultivo de la botella con 70% a 80% de confluencia
celular, utilizando la bomba de vacio o el pipetor.

2. Las células se lavaron con 5 mL de PBS 1x 6 con medio D-MEM, y

posteriormente se retird dicho volumen.
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3. Se agregd 3 mL de tripsina 1x a las botellas T-75 cm? y se incubd
durante 5 minutos a 37°C 0 el tiempo necesario para que las células se
despegaran de la superficie de la botella de cultivo (hunca fue mayor de
15 minutos, pues podian dafarse las células).

4. Las células de un par de botellas se colectaron en un tubo falcén de 15
mL y se centrifugaron durante 5 minutos a 2000 revoluciones por minuto
(rpm).

5. Una vez centrifugado el tubo se retird la tripsina y se resuspendio
suavemente el boton de células con 3,700 ul de SFB (2 frascos de T-75
cm? son 4 crioviales).

6. Se agreg6 75 uL de DMSO (con el proposito de preservar la membrana
celular al conservar a -80°C) a un criotubo + 925 uL de suspension de
células en SFB.

7. Se homogeneiz6 con la punta de la pipeta.

8. Inmediatamente se coloco en hielo y una vez terminado el procedimiento

para todos los crioviales se preservaron a -80°C.

2.3.5.2 Mantenimiento de la linea celular Huh7.

1. Se retir6 el medio de cultivo de la botella con 70% - 80% de confluencia
celular, utilizando la bomba de vacio o el pipetor.

2. Se agregé 3 mL de tripsina 1x a las botellas T-75 cm? y se incubd
durante 5 minutos a 37°C ¢ el tiempo necesario para que las células se
despegaran de la superficie de la botella de cultivo (nunca fue mayor de

15 minutos, pues podian dafarse las células).

35



Las células se colectaron en un tubo falcon de 15 mL y se

centrifugaron durante 8 minutos a 2,500 rpm.

. Una vez centrifugado el tubo se retiré la tripsina y se resuspendio

suavemente el botén de células con 1 mL de medio suplementado

con 10% de SBF y 1% antibidtico.

. Se tomd una alicuota del volumen contenido en el tubo y se agrego a

una nueva botella de cultivo que contenia previamente 9 mL de medio

suplementado.

. Se coloco en la incubadora en condiciones estandar (37°C, 95% de

humedad y 5% de CO2) y se verificO crecimiento celular al dia

siguiente.

2.3.5.3. Plaqueo celular.

1.

Se siguié el procedimiento descrito antes para el mantenimiento
celular hasta el punto 5.

A partir de la suspension celular obtenida se tom6 10 uL y se agrego
a un tubo que contenia 70 uL de azul tripano (siendo la dilucién
realizada 1:8).

De la dilucion anterior se tom6 10 uL y se colocé en una camara de
Neubauer (Figura 4), para realizar el conteo.

El conteo se realizé tomando en cuenta solamente las células no
tefiidas con el colorante azul tripano.

El conteo celular se realizé en los cuadrantes 1, 2, 3y 4 de la camara
de Neubauer.

Se realiz6 el conteo por duplicado.
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Figura 4.Cdmara de Neubauer.

6. Se calcul6 el numero de células a tomar por las siguientes férmulas:
Promedio de células = Sumatoria del nimero de células en cada cuadrante/4
Células / mL = (Total de células por cuadrante) (factor de dilucién) (10%)

Total de células = (células por mL) (volumen de la suspension celular)

7. De acuerdo a los calculos obtenidos se tom6 la cantidad de suspensién
necesaria para colocar en cada pozo 1,000,000 de células en 2 mL de
medio suplementado.

8. Las células se incubaron a una temperatura de 37°C y a una atmosfera

himeda de 5% de COg, durante 12 horas.

2.3.6 Medicion de la viabilidad celular después de la exposicion de la
linea Huh7 al extracto hidroalcohdlico.

Para evaluar la toxicidad del extracto utilizado se realizdé la prueba de
reduccion de MTT descrita por Mosmann (1983). Este andlisis colorimétrico
se baso en la conversion de la sal de tetrazolium (MTT; bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol —2-il)-2,5-difeniltetrazolium), un substrato de color amarillo claro,

a cristales de formazan, un producto puarpura. La reaccién de reduccion
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celular implico los cofactores de nucleétidos de piridina NAD*/NADPH vy la
enzima mitocondrial deshidrogenasa, que solo ocurre en las células vivas
(Figura 5). El producto de formazan es impermeable a la membrana celular,
acumulandose dentro de la célula. Los cristales de formazan salen de la
célula cuando se agrega un agente lisante, permitiendo la cuantificacion del
producto formado. La intensidad del producto medido a 550-620 nm fue

directamente proporcional al nimero de células vivas en cultivo. (Mosmann ,

/@ NADH Deshidrogenasa
N . -

mitocondrial _NH
N Formazan

O ;
MTT iZ:%>\‘”b \\\;kD+ [:::T/L\W/\\V:;?_

CHg
Figura 5. Estructura molecular de MTT y su producto.

1983)

Z\

El siguiente procedimiento se realiz6 en placa de 96 pozos:

1. Se sembrd 20,000 células/pozo en placa de 96 pozos.

2. Al dia siguiente se retird el medio de cultivo y se realiz6 el procedimiento
de toxicidad y hepatoproteccion del extracto a evaluar. Se incluy6é un
control de medio.

3. Se retir6 el sobrenadante.

4. Se agreg6 22 ul de MTT (5mg/mL) recién preparado y se incub6 por 2
horas, 30 min a 37°C.

5. Se retird la solucién con precaucion.

6. Se agregd 100 ul de DMSO en cada pozo para disolver los cristales de
formazan.

7. Se mezclo en agitador a velocidad baja por 8 minutos.
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8. Se determind la absorbancia a 570 nm en lector de microplacas.

Debido a que las condiciones utilizadas para el ensayo de toxicidad y

hepatoproteccion debian ser similares, el procedimiento anterior se modifico

para utilizar placas de 6 pozos, siendo el procedimiento final el que se

describe a continuacion:

1.

2.

Se coloco un millén de células en placas de 6 pozos.

Al siguiente dia se retir6 el medio de cultivo y se afadieron
concentraciones de 10, 100 y 1000 pug/mL de extracto disueltos en
DMSO (0.05%) y amortiguador de fosfatos, al pozo identificado como
control de crecimiento y control de silibinina se agregd lo mismo
excepto extracto de planta y 100 ug/mL de extracto respectivamente.
Se incubd por 60 minutos.

Se retird el sobrenadante y se mantuvo en hielo hasta su
determinacion enzimatica.

Se agreg6 150 uL de MTT (5 mg/mL) a cada pozo vy se incubo
durante 2 horas 30 minutos a 37 °C.

Se retird la solucion anterior y se agregé 560 uL de DMSO en cada
pozo para disolver los cristales de formazan.

Se mezcl6 en agitador durante 8 minutos a 25 rpm.

Se transfiri6 200 puL de esta solucion a una placa de 96 pozos y se

determind la absorbancia a 570 nm.

El volumen del extracto se tomé a partir de una solucién de 20 mg/mL de

etanol:agua (90:10). Se calculo el % de viabilidad celular en cada pozo a

partir de los resultados obtenidos del control sin tratamiento.
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2.3.7 Evaluaciéon de la hepatoproteccion por extracto de planta sobre

Huh7.

2.3.7.1 Modelo de dafio inducido por CCla.

Para este proposito se establecio la dosis de CCls necesaria para inducir
dafio y el tiempo de exposicidon, se evalud diferentes dosis (20, 40 y 60 mM)
y tiempos de exposiciéon (1, 2 y 3 horas).

El procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Se realiz6 el procedimiento descrito para plagueo celular.

2. Al dia siguiente se retiré el medio y se agrego las diferentes dosis del
agente inductor de dafio en DMSO (0.05%). Se incubd a los tiempos
establecidos. Se incluyd un control sin tratamiento.

3. Posteriormente se retird el sobrenadante y se guard6é en hielo para su

determinaciéon enzimatica.

2.3.7.2 Evaluaciéon de la actividad hepatoprotectora de los extractos
hidroalcohdlicos.
Para evaluar la actividad hepatoprotectora se realiz6 el procedimiento
descrito por Sureshkumar S., et al. (2006).
Procedimiento.

1. Se analizaron dosis de 10, 100 y 1000 pug/mL de extracto durante 1

hora.
2. Posteriormente se agregd la concentracion de CCls 40 mM por 2

horas.
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3. Se retird entonces por raspado las células y sobrenadante.
4. Se centrifugd a 2,500 r.p.m. por 8 minutos a 4°C.
5. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo y se tomaron 100 ul de esta
solucién para resuspender las células.
6. El sobrenadante se mantuvo en hielo hasta su determinacion
enzimatica.
2.3.7.3 Determinacion de transaminasas.
El dafio celular fue cuantificado por las transaminasas (AST y ALT) liberadas
al medio de cultivo. Estas fueron medidas en el sistema de quimica seca

Vitros Systems Chemistry modulo DTSCII de Ortho-Clinical Diagnostics.

2.3.7.3.1 Determinacion de AST.

La laminilla de AST Vitros es un soporte de plastico que contiene multicapas
de reactivos (lactato deshidrogenasa, malonato deshidrogensa (MDH),
aspartato de sodio, a-cetoglutarato de sodio, dinucleétido de nicotinamida
reducido, piridoxal-5- fosfato de sodio) para determinar la actividad de la
aspartato aminotransferasa en 10 uL de muestra. El resultado se reportd en
UI/L y se midié a una longitud de onda de 340 nm. El andlisis se basé en un
acoplamiento de la enzima con la oxidacion de NADH a NAD*, el proceso
de oxidacién se monitored por espectrofotometria de reflectancia a 37°C,
este rango de cambio se utilizé para calcular la actividad enziméatica.

La reaccion que ocurrié se muestra en la siguiente secuencia:

AST
P-5-P
MDH

oxalacetato + glutamato

v

Aspartato + a-cetoglutarato

Oxalacetato + NADH+H Malonato + NAD*

v
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El rango lineal reportado para este ensayo fue de 4 - 950 UI/L (Bergmeyer et

al., 1980).

2.3.7.3.2. Determinacion de ALT.

La laminilla de ALT Vitros es un soporte de plastico que contiene multicapas
de reactivos (lactato deshidrogenada, L-alanina, a-cetoglutarato de sodio,
dinucledtido de nicotinamida reducido, piridoxal- 5- fosfato de sodio) para
determinar la actividad de la ALT en 10 uL de muestra. El resultado se
reporté en UI/L y se midié a una longitud de onda de 340 nm. El analisis se
basé en un acoplamiento de la enzima con la oxidacion de NADH a NAD*,
el proceso de oxidacién se monitore6 por espectrofotometria de reflectancia
a 37°C, este rango de cambio se utilizo para calcular la actividad enzimatica.

La reaccion que ocurrié se muestra en la siguiente secuencia:

ALT
P-5-P
LDH

v

alanina + a-cetoglutarato Piruvato + glutamato

Lactato + NAD~

v

Piruvato + NADH + H

El rango lineal reportado para este ensayo fue de 3 - 950 UI/L (Wachtel et

al., 1995).

2.3.8 Medicion de la peroxidacion lipidica.

La peroxidacion lipidica inducida por el estrés oxidativo fue medida por la
cuantificacion de las especies reactivas de acido tiobarbitirico (TBARS),
expresandose este resultado como equivalentes de MDA. En este caso el
MDA forma un aducto con el acido tiobarbittrico en proporcion 1:2, el cual se

mide por espectrofluorometria. Las muestras biolégicas contienen una
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mezcla de TBARS, incluyendo hidroperéxidos lipidicos y aldehidos, los

cuales se incrementan como resultado del estrés oxidativo. Los TBARS

retornan a niveles normales en cierto tiempo, dependiendo de la presencia

de antioxidantes.

Procedimiento.

Todos los reactivos tomaron temperatura ambiente antes de utilizar.

1.

2.

Se agrego 25 ulL de estandar o muestra al tubo correspondiente.

Se agregd 100 uL de solucién de SDS a cada tubo y se mezcld en
agitador.

Se agrego 2.5 mL de reactivo de amortiguador/TBA a cada tubo.

Se cubrié cada tubo con una canica de vidrio e incub6 a 95°C por 60
min.

Se retird de la incubadora y se colocé en hielo por 10 min.

Se centrifug6 las muestras a 3000 rpm. por 15 min.

Se retird el sobrenadante de los tubos y se colocé en la cubeta de
lectura del equipo.

El sobrenadante fue leido con filtro de excitacion de 530 nm Yy filtro de

emision de 550 nm.

La concentracién de los equivalentes de MDA en nmol/mL en las muestras

se determind por interpolacion en la curva de calibracion.
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2.3.9 Determinacion de glutation.
El kit de ensayo GSH Cayman utiliza un método optimizado de reciclaje

enzimatico usando la glutatién reductasa, para la cuantificacion de GSH.

'\: Il.ltﬂd'liﬂl'd F:.Edlh.' LA

(5550 » 2G5H

THE G5H DTNBE

Glutarhicne [Beducrase

GSTME THEBE

Figura 6. Reciclaje de Glutation

El grupo sulfhidrilo del GSH reacciona con DTNB (acido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico) y produce al &cido 5-tio-2-nitrobenzoico de color amarillo
(TNB). El disulfuro mezclado, GSTNB (entre GSH y TNB) se reduce por la
glutatién reductasa para reciclar el GSH y para producir mas TNB (Figura 6).
El indice de la produccion de TNB fue directamente proporcional a la
concentracion de GSH en la muestra. La medicion de la absorbancia de TNB
fue a 405 nm.
Procedimiento.
1. Se agreg6 50 uL de la muestra a cada pozo designado.
2. Se cubrié la placa con la cubierta plastica.
3. Se prepar6 la mezcla de reactivos en un vial de 20 mL:
e Amortiguador MES (11.25 mL)
e Mezcla de cofactor reconstituido (0.45 mL)
e Mezcla de enzima reconstituido (2.1 mL)

e Agua (2.3 mL)
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e DTNB reconstituido (0.45 mL)
Nota: Los volumenes de los reactivos descritos fueron para el uso de
toda la placa. Se ajustaron los volumenes de los reactivos de acuerdo al

namero de pozos a utilizar en la placa.

- Se prepar6 la mezcla de reactivos antes de usar y se corrié una curva

de calibracion de estandares cada vez que el ensayo se realizo.

4. Se removi6é entonces la cubierta de la placa y se afiadio 150 ul de la
mezcla de reactivos recién preparada a cada uno de los pozos que
contenian los estandares y las muestras usando una pipeta
multicanal. Se reemplazé la cubierta de la placa e incubé la placa en
oscuridad en un agitador durante 25 minutos.

5. Posteriormente se midié la absorbancia en los pozos a 405 nm

utilizando un lector de microplacas.

2.3.10 Andlisis estadistico.

Todos los valores obtenidos fueron expresados como media + desviacion
estandar. Los datos obtenidos fueron analizados con t-student, modelo lineal
multivariable y correlacion de Pearson en el paquete estadistico SPSS

version 8.0
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CAPITULO Il

Resultados

3.1 Plantas de la region noreste.

De la busqueda bibliografica realizada se obtuvo una lista de 15 plantas que
se describen en la flora de la region noreste utilizadas tradicionalmente para
el tratamiento de enfermedades hepaticas o0 relacionadas

guimiotaxonomicamente con otras reportadas en la literatura con este uso.

1. Acasia spp. 2. Florensia spp. 3. Citrus spp.

4. Cucurbita spp. 5. Juglans spp. 6. Manihot spp.

7. Opuntia spp. 8. Physolis spp. 9. Turnera spp.

10. Quassia spp. 11. Selaginella spp. 12. Centaurea spp.
13. Taraxacum spp. 14. Krameria spp. 15. Leucophyllum spp.

3.2 Clasificacion taxonémica.

Se recibio una constancia en la cual se anexaron los numeros de folio de la
clasificacion taxondmica de los especimenes cotejados por especie de la
Jefa de Laboratorio de Fanerégamas de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la UANL, M.C. Maria del Consuelo Gonzalez de la Rosa. En esta lista se
incluyeron las cuatro plantas seleccionadas para este estudio de acuerdo a
las sugerencias del experto Bidlogo Botanico Humberto Sanchez y a su
relacion quimiotaxondmica con otras especies hepatoprotectoras. Los folios

asignados a las cuatro plantas de interés fueron:
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O Turnera diffusa.
8272, 10153, 20919, 12434, 8273, 20910, 1175, 23569, 8567, 9909, 9183,

9445.

® Centaurea americana.

17624, 12926, 10766, 8717, 21648, 2439, 1366, 649, 505.

© Juglans mollis.
17854, 19500, 17930, 21800, 3409, 4533, 1400, 3408, 2839, 23894, 23735,
19500, 16467, 19380, 1401, 4468, 21894, 21790, 21828, 4065, 3406, 3147,

2839, 3755, 1402.

O Krameria ramosissima.
4850, 15932, 21580, 4751, 9070, 1171, 8618, 8617, 8619, 10014, 9877,

9878, 9071, 2744.

Una imagen del espécimen recolectado, asi como una descripcion de cada

una de ellas se menciona a continuacion.
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3.2.1 Turnera diffusa

Figura 7. Turneradiffusa
recolectada en Cadereyta, N.L.

Esta planta pertenece a la familia Turneraceae, es conocida comunmente
como Damiana (Figura 7). Otros nombres con los cuales también es
conocida esta planta son: hierba de la pastora, hierba del venado, pastorcita.
Tiene una distribucion geografica que se extiende desde Texas hasta
Sudamérica, es silvestre en la mayor parte de nuestro pais, aunque es
originaria de Baja California. Crece como un arbusto ramoso de 0.3 a 2 m
de altura, sus hojas son aromaticas, rugosas y alternas, con flores amarillas
de 8 a 12 mm de longitud. Florece de Julio a Noviembre. Es usada en
infusiones, decoccion, tintura y fumada. Se describe que la mejor forma de
utilizar la planta es empleando 4 g de planta fresca en 120 mL de agua y ser
tomada como té, después de los alimentos. Las hojas han sido
tradicionalmente utilizadas como estimulante, afrodisiaco, tonico, diurético,
laxante, en desordenes de rifidn, menstruales y de embarazo. Es empleada

también para el dolor de cabeza que viene después del uso exagerado de

48



bebidas alcohdlicas. Asi mismo se ha descrito el empleo de esta planta en
las enfermedades del sistema gastrointestinal y respiratorio. Los indigenas
del norte de México la han empleado para combatir la impotencia sexual. La
Farmacopea Mexicana reconoce que la planta actia como toénico general y
diurético. La Farmacopea Herbal Britanica enlista las indicaciones
especificas para Damiana como ansiedad asociada con impotencia e incluye
otras indicaciones como depresion, dispepsia nerviosa, constipacion atonica
y coito inadecuado. Reportes fitoquimicos reportan que contiene tetrafilina
B (un cianoglicosido); gonzalitosina | (un flavonoide); arbutina (un glucésido
fenolico); damianina; tricotan-2-ona, hexacosanol (hidrocarbonos); un aceite
volatil que contiene a-pinena, B-pinena, p-cimena y 1,8-cineola; y B-sitosteol
(Cabrera, 2004; Kumar et al, 2005, Mendoza et al, 2005;

http://www.foximas.com/ky/2185732.htmL)
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3.2.2 Centaurea americana

recolectada en
el Barrial, Villa de Santiago,
N.L.

Pertenece a la familia de las Asteraceae, cominmente conocida como
chancero alegre, flor de canasta, cardo (Figura 8), es una planta anual,
nativa del Norte de México en Coahuila y Nuevo Ledn; Arizona, Arkansas,
Kansas, Louisiana, Missouri, Nuevo México, Oklahoma y Texas en Estados
Unidos y cultivada en varios paises. Se han aislado de esta planta una
sesquiterpenlactona (cinaropicrina), un dibenzilbutirolactona (americanina),
lignanos (arctina, matairesinosida, matairesinol, arctigenina y lapaol),
fitoecdisteroides de las semillas de Centaurea americana, tales como 20-
hidroxiecdisona y makisterona A (Shoeb et al.,, 2006). Las especies de
Centaurea se han descrito que tienen actividad antiprotozoaria, antifungica,
hipoglucemiante, anti-inflamatoria, antipirética, antimicrobiana, antiviral,
neurotdxica, inmunoldgica, vasodilatador, antireumatica, empleada para
malestares gastrointestinales, biliares y como relajante muscular. Se emplea

en forma de té o como infusiébn (Karamenderes et al., 2006; Gliven et al.,

Figura 8. Centaurea americana
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2005; Arif et al., 2004; Kumarasamy et al., 2003; Panagouleas et al., 2003;

Garbacki et al., 1999; Heinrich et al., 1998).

3.2.3 Juglans mollis.

Figura 9. Juglans
mollis recolectada
en el Potrero, Villa
Aldama, N.L.

Esta planta pertenece a la familia Juglandaceae. Se le conoce con el nombre
comin de nogal, nogal encarcelado o nogal blanco (Figura 9). Arbol
caducifolio, monoico de 18-20 m de altura, con el tronco grueso y la copa
amplia. Corteza lisa o gris plateada, fisurada. Ramas erectas y corpulentas.
Flores masculinas en amentos verdosos, cilindricos, colgantes, en grupos de
1-3 sobre las ramillas del afio anterior. Florece de Mayo a Junio. Frutos
globosos, lisos, verdosos en grupos de 1 a 4 sobre un corto peddnculo. Se
usan las hojas como antidiarreico y tépico cicatrizante, asi mismo se ha
reportado que posee propiedades anti-inflamatorias y actividad antioxidante
(Erdemoglu et al., 2003; Miliauskas et al., 2003; Casas et.al., 1994, Salazar ,

2007).
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3.2.4 Krameria ramosissima.

Figura 10. Krameria
ramosissima,
recolectada en

el Potrero, Villa
Aldama, N.L.

Esta planta pertenece a la familia Krameriaceae, es conocida como
zarzaparrilla (Figura 10) (Simpson, 2007). Se ha descrito su uso en el
tratamiento de cancer estomacal e intestinal, es utilizado como té contra la
diarrea y fiebre moderada. Se ha aislado el 2-(2,4,6-trimetoxifenil)-5- (E)-
propenilbenzofurano a partir de esta planta. Crece en el centro y noreste de

México y la raiz es la empleada para uso medicinal (Pil Ja et al., 2004).
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3.3 Obtencion de extractos hidroalcoholicos.
Los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada extracto

hidroalcohélico se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los extractos

hidroalcohdlicos.

Extracto Fecha de Parte utilizada 9% Recuperacién
recoleccién
Centaurea Flor 8.26 %
. Marzo
1 americand 2006
(Cardo) Tallo-Hoja 6.58 %
Fruto 3.50 %
Juglans mollis Febrero . o
2 (Nogal) 2006 Hoja-Tallo 7.26 %
Corteza 4.15%
Krameria Marzo
3 ramosissima 2006 Tronco - Flor 6.64 %
(Zarzaparrilla)
- 0/
4 Turnera diffusa Marzo Flor - Tallo 9-58%
(Dam1ana) 2006 Raiz 1.43%,

Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron desde 1.43 hasta 9.58.

3.4 Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos

hidroalcohélicos obtenidos.

La capacidad de los extractos hidroalcohdlicos para reducir el radical libre
DPPH se muestra en la tabla 2.
Los porcentajes de reduccion del DPPH fueron desde un 53 + 1.78 para el

tronco-flor de Krameria ramosissima hasta un 82.4+4.6 de la flor-tallo de
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Turnera diffusa. Todos los extractos de las cuatro plantas estudiadas

presentaron un porcentaje de reduccién de DPPH por arriba de 50.

Tabla 2. Porcentajes de reduccion de DPPH obtenidos de los extractos

hidroalcohdlicos de las plantas evaluadas.

Extracto Parte utilizada % Reduccion
Centaurea Flor 79+ 1.6
1 americana
(Cardo) Tallo-Hoja 625 +4.8
Fruto 68 +3
Juglans mollis .
2 (Nogal) Hoja-Tallo 80+2
Corteza 76.8 +1
Krameria
3 ramosissima Tronco - Flor 53 +1.78
(Zarzaparrilla)
4 Turnera diffusa Flor - Tallo 82.4+4.6
(Damiana) Raiz 60 +5.7

3.5 Evaluacién de la actividad hepatoprotectora de los extractos
hidroalcohdlicos de las cuatro plantas seleccionadas en la linea celular

Huh7 expuesta a CCla.

3.5.1 Modelo de induccion de dafio por CCla.
Los valores de AST y ALT a las diversas dosis de induccién de dafio, asi
como los diversos tiempos de exposicién por CCls, sobre la linea celular

Huh7 se muestran en la tabla 3 y figuras 11,12 y 13.

54



Tabla 3. Resultados de ALT y AST a las dosis evaluadas y tiempos de

exposicion a CCla.

Concentracidn de CCly

FES1x + DMZ0

20 mh 40 mihd 50 mM

Tiempo de {0.05%) " m "

Bxposician | AST | ALT AST | ALT AST | ALT AST | ALT
(UL | UKD UL | UL L | L | UL

Thara | 40 | 138 TMxd | 18+£35 | 5341 242 | 72 | 184
2horas | 420 | 1M1x068 | 246 | 31+17 | 73x256 | 256 | 8244 | 18+4
Jhoras | 40 | 106 |12+ 2 [ 16x3 B0+8 |80+£10 | 80+8 | 22+4

“alares expresados coma Promedio + deswviacian estandar

100

g0
20

70 . AST

60
P ALT

0
P< 0.001

UI/L
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Figura 11. Niveles de AST y ALT después de la exposicion de Huh7 a CClspor 1 hora.
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Figura 12. Niveles de AST y ALT después de la exposicion de Huh7 a CCl, por 2
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Figura 13. Niveles de AST y ALT después de la exposicion de Huh7 a CCl, por 3

horas.
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3.5.2 Efecto de los extractos hidrolalcohdlicos sobre Huh7 medido por
la liberacion de AST.
Se determind que el extracto de Centaurea americana no mostré6 dafio
celular a través de la liberacién de AST a ninguna de las dosis evaluadas. El
resto de los extractos mostraron una relacion dosis dependiente para la
liberacion de AST. A la concentracion de 1000 ug/mL se mostré una
liberaciébn de AST con significancia estadistica (P<0.001) para los extractos
de tallo-hoja de Centaurea americana, extracto de parte aérea de Turnera

diffusa y fruto de Juglans mollis (Figura 14).

100

- PBS1x+ 0.05%DMSO Dosis de Extracto vs
90 PBS1x +0.05% DMSO
T silibinina 100 pg/mL % + e 005
80 _j 10 pg/mlL Extracto )
* * P=0.001
I] 100 pg/mL
70 | * P<0. ]
"l 1000 pg/mL P<0.001

(=]
(=]

AST (UIL)
3

I
(=]

F-CA TH-CA D F-IM H-]M C M KR

F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana., TD: extracto de parte aérea de Turnera diffusa., F-JM: extracto de fruto de
Juglans mollis., C-JM: extracto de hoja de Juglans mollis., C-JM: extracto de corteza de
Juglans mollis., K.R.: extracto de Krameria ramosissima.

Figura 14. Efecto de los extractos hidroalcohodlicos sobre la linea celular de hepatoma

Huh7 en los niveles de AST.
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3.5.3 Efecto de los extractos hidroalcohdlicos sobre Huh7 medido por
el porcentaje de viabilidad celular.
Se determin6 que el extracto de flor de Centaurea americana no mostro
muerte celular a través del porcentaje de viabilidad a ninguna de las dosis
evaluadas; para el resto de los extractos se observé una relacion dosis
dependiente en viabilidad. A concentracion de 1000 ug/mL mostraron muerte
celular con significancia (P<0.001) los extractos de tallo-hoja de Centaurea
americana, Turnera diffusa y fruto de Juglans mollis. No se observd esto

para hoja de Juglans mollis y corteza de Juglans mollis (Figuralb).

FCA THCA TD H-]M C-JM

I FBS1x+ 0.05%DMSO DE vs PBS+DMSO

[ 1 silibinina 100 pg/mL * P=0.05

B 10pgmL * P=0.001

B 100 ug/ml * P<0.001

B 1000 pg/mL
F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana., TD: extracto de parte aérea de Turnera diffusa., F-JM: extracto de fruto de
Juglans mollis., H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis., C-JM: extracto de corteza de
Juglans mollis., K.R.: extracto de Krameria ramosissima.
Figura 15. Efecto de los extractos hidroalcohodlicos sobre la linea celular de hepatoma

Huh7 en la viabilidad celular.
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3.5.4 Efecto de los extractos hidroalcohdlicos sobre Huh7 en la
produccion de Malondialdehido.

Se determind que existe una relacion dosis dependiente de los extractos

hidroalcohodlicos para la produccibn de especies reactivas de acido

tiobarbitdrico (MDA, nmol/mL), excepto para Krameria ramosissima (Figura

16).
10
[ ©BS1x+ 0.05%DMSO * Dosis de Extracto vs
PBS1x +0.05% DMSO
9 B T . (1] _
1 1 silibinina 100 pg/mL « P=0.05
8 7. 10 pg/mL Extracto P=0.001
A?_[I 100 pg/mL + P<0.004
E B 1000 ug/mL
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F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana., TD: extracto de parte aérea de Turnera diffusa., F-JM: extracto de fruto de
Juglans mollis., H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis., C-JM: extracto de corteza de
Juglans mollis., K.R.: extracto de Krameria ramosissima.

Figura 16. Efecto de los extractos hidroalcohodlicos sobre la linea celular de hepatoma

Huh7 en la produccion de malondialdehido.
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3.5.5 Efecto de los extractos hidroalcoholicos sobre Huh7 en el
consumo de glutation reducido.

Se determin6 que para la flor de Centaurea americana no hubo disminucion

significativa de GSH en las células al compararse contra el grupo control sin

tratamiento vy la silibinina; para los otros extractos se observé una relacion

dosis dependiente (Figura 17).

10

9

Equivalente Total GSH (uM)

I PBSLx 0.05%DMSO DE vs PBS+DMSO

[ 1 sitibinina 100 pg/mL * P=0.05
Bl 0ugme * P=0.001
Ed 100 ug/ml * P<0.001

Bl 1000 ug/mL

F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana., TD: extracto de parte aérea de Turnera diffusa., F-JM: extracto de fruto de
Juglans mollis., H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis., C-JM: extracto de corteza de

Juglans mollis., K.R.: extracto de Krameria ramosissima.

Figura 17. Efecto de los extractos hidroalcoholicos sobre la linea celular de hepatoma

Huh?7 en el consumo de glutation reducido.

F-CA  THCA TD M H-JM CJM KR
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3.5.6. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos en la linea celular Huh7
evaluado por AST (UI/L), viabilidad (%), GSH (uM/L) y MDA (nmol/L).
Los resultados obtenidos de la evaluaciéon de los extractos hidroalcohdlicos

de las cuatro plantas utilizadas se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Efecto de los extractos hidroalcohdélicos en la linea celular

Huh7 evaluado por AST (UI/L), viabilidad (%), GSH (uM/L) y MDA

(nmol/L).
Identificacion AST (UIIL) V'a(':f]}:)dad GSH (uM/L) MDA (nmoliL)
PBS1x+DMSO (0.05%) 7+3 100 762+065 025+0.11
Silibinina 100 pg/mL 5+2 100 762+048 1.01+005
Flor de 10 pg/ml 9+3 100 6.95+092  0.34+0.06
Centaurea 100 pg/mL 9+3 79 754+057 078+0.10
americana — 4ppQ ug/mL 7+3 68 8.14 + 1 212 +0.21
Tallo-Hoja 10 Mo/mb 14+3 78 286+043 015+004
Centaurea 100 pg/mL 15 + 1 52 1.30+0.36  1.09+0.05
americana 1000 ug/mL 73 +3 12 061+0.03 8.85+0.34
Parte aérea 10 kg/mL 8+3 93 762+080  1.86+0.21
Turnera 100 pg/mL 23+3 80 521+080 224+071
diffusa 1000 ug/mL 59 +4 74 212+025 257+059
Fruto 10 pg/mL 9+4 100 745+095 045+022
Jugfa!'rs 100 pg/mL 18+3 63 472+ 0.86 0.90+0.12
mollis 1000 ug/mL 84 +2 14 277+013 115013
Hoja 10 pg/mL 21+3 74 759+097 047+012
Juglans 100 pg/mL 22 +3 61 457+056 053 +0.10
mollis 1000 ug/mL 13+ 1 98 294+003 078+003
Corteza 10 pg/mL 19+3 89 132+077 132+004
Juglans 100 pg/mL 22 +4 90 3.13+0.05 3.13+0.31
mollis 1000 ug/mL 24 + 3 100 441+021 441+073
Parte agrea 10 H@/mL 50 +3 18 015003  0.15%0.04
Krameria 100 pg/mL 32+2 28 1.83+036  358+0.37
ramosissima 1000 ug/mL 27 2 57 358+056 1.83+004
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Se observd que no hubo efecto téxico del extracto de flor de Centaurea
americana sobre la linea celular Huh7 evaluado a través de los niveles de
AST, % de viabilidad, GSH y MDA. Se encontr6 una correlacion entre AST y
MTT, AST y MDA , AST y GSH (P=0.01) para este extracto. Hubo un efecto
toxico de tallo-hoja de Centaurea americana a 1000 pg/mL sobre la linea
celular Huh7 (P< 0.001 vs control sin tratamiento) evaluado a través de AST,
% viabilidad y MDA. Se encontré una correlacion entre ASTy MTT, AST y
MDA , AST y GSH (P=0.01) para este extracto.

Hubo un efecto toxico del extracto de fruto de 1000 pug/mL de Juglans mollis
sobre la linea celular Huh7 (P< 0.001 vs control sin tratamiento) evaluado a
través de AST, % de viabilidad, GSH y MDA. Se encontré una correlacion
entre ASTy MTT, AST y MDA (P=0.01) para el extracto de fruto de Juglans
mollis. No hubo efecto toxico del extracto de corteza de Juglans mollis sobre
la linea celular Huh7 evaluado a través de los niveles de AST y % de
viabilidad, sin embargo a dosis de 10 ug/mL se observlé un incremento de
MDA. Se encontr6 una correlacion entre AST y MTT (P=0.01) para el
extracto de corteza de Juglans mollis. No hubo efecto téxico del extracto de
hoja de Juglans mollis sobre la linea celular Huh7 evaluado a través de los
niveles de AST, % de viabilidad y MDA. Se encontré una correlacion entre
ASTy MTT, AST y MDA (P=0.01) para este extracto.

Hubo un efecto téxico del extracto de tronco-flor de Krameria ramosissima a
dosis de 10 pg/mL sobre la linea celular Huh7 (P< 0.001 vs control sin
tratamiento) evaluado a través de AST, % de viabilidad y MDA. Se encontrd
una correlacién entre ASTy MTT, AST y MDA (P=0.01) para este extracto.

Se determiné que hubo un efecto tdéxico del extracto de Turnera diffusa a

62



dosis de 100y 1000 ug/mL sobre la linea celular Huh7 (P< 0.001 vs control
sin tratamiento) evaluado a través de AST, %de viabilidad, MDAy GSH. Se
encontré una correlaciébn entre todos los parametros evaluados para el
extracto de tallo-flor de Turnera diffusa.

A partir de estos datos se decidi6 no evaluar la posible actividad
hepatoprotectora de aquellas concentraciones de extractos en las cuales se
presentd toxicidad del extracto evaluado a través de los mediadores

estudiados (Tabla 4).
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3.5.7 Efecto hepatoprotector de los extractos hidroalcohdlicos sobre
Huh7 medido por la liberacién de AST.

Se determind que todos los extractos redujeron el dafio por CCls medido por

liberacion de AST a las concentraciones evaluadas, pero el efecto

hepatoprotector fue mayor en flor y tallo-hoja de Centaurea americana a las

concentraciones de 10, 100,1000 pg/mL y 10, 100 ug/mL, respectivamente

(Figura 18).
100 Dosis Extracto vs
J CCL+0.05%DMSO CCI,+DMSO
a0 A
Silibinina 100 pug/mL+CCl, * P=0.05
30 J 10 pg/mL  + CCl, * P=0.001 *
*
Ed 100 ug/mL +cCCl, N * P<0.001
70 4
1000 pg/mL + CCl, *
160 -
..5.__ *
b 50 -
[
40 A
30 4
20 A
10
0 _
F-CA TH-CA D F-JM H-JM CJM

F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana.,TD: extracto de parte aérea Turnera diffusa.,F-JM: extracto de fruto de Juglans
mollis.,H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis.,C-JM: extracto de corteza de Juglans

mollis.

Figura 18. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos después de la exposicién a CCl,

40 mM por 2 horas sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en los niveles de AST.
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3.5.8 Efecto hepatoprotector de los extractos hidroalcohdlicos sobre
Huh7 medido por la produccién de malondialdehido.

Se observé que a 10 ug/mL los extractos evitaron la produccion de MDA por

la célula, excepto hoja de Juglans mollis. A 100 ug/mL solo la flor de

Centaurea americana evité la produccién de MDA (Figura 19).
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F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana., TD: extracto de parte aérea deTurnera diffusa.,F-JM: extracto de fruto de
Juglans mollis.,H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis.,C-JM: extracto de corteza de

Juglans mollis.

Figura 19. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos después de la exposicion a CCl,
40 mM por 2 horas sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la produccion de

malondialdehido.

65



3.5.9 Efecto hepatoprotector de los extractos hidroalcohdlicos sobre
Huh7 medido por el consumo de glutatién reducido.

Se observd un consumo de GSH tras la exposicion con CCls a las

concentraciones evaluadas de todos los extractos hidroalcohdlicos, sin

embargo la silibinina mantuvo su potencial antioxidante en este ensayo

(Figura 20).
5
) Dosis de Extracto vs
Bl CCl+ 0.05%DMSO CCl, +0.05% DMSO
+ L I sitibinina 100 pg/mL+CCl, * P=0.05
*
B o cq * P=0.001
; B 100pgmL +cay, * P<0.001

B 1000 ug/mL < CCl,
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Equivalente Total GSH (M)

FCA  TH-CA D N-JM HJM TM

F-CA: extracto de flor de Centaurea americana., TH-CA: extracto de tallo-hoja de Centaurea
americana.,TD: extracto de parte aérea Turnera diffusa.,F-JM: extracto de fruto de Juglans
mollis.,H-JM: extracto de hoja de Juglans mollis.,C-JM: extracto de corteza de Juglans

mollis.

Figura 20. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos después de la exposicion a CCl,
40mM por 2 horas sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en el consumo de

glutatién reducido .
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3.6 Obtencion de las subfracciones del extracto hidroalcohdlico con
mayor actividad hepatoprotectora utilizando solventes de diferente
polaridad.

El porcentaje de recuperacion obtenido para las diferentes subfracciones

oscilo entre 7.89 a 11.36 (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de recuperacion obtenido para las diferentes

subfracciones.

Fraccion % Recuperacién

1 n-hexano 10.25 %

Extracto de —

Flor de 2 Acetato de etilo 11.36 %
Centaurea -
. 3 n-butanol 9.64 %

americana

4 Residuo acuoso 7.89 %

3.7 Evaluacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora de las

subfracciones en la linea celular de hepatoma Huh7 expuestos a CCla.

3.7.1 Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea
americana sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la evaluacion de
los niveles de AST.

Se observo que la subfraccion de acetato de etilo no produjo dafio celular
importante por liberacion de AST al medio a las concentraciones evaluadas.
A concentraciones de 10 y 100 ug/mL el resto de las subfracciones no
presentaron dafio, sin embargo a la concentracion de 1000 ug/mL el dafio

fue evidente (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea americana

sobre lalinea celular de hepatoma Huh7 en la evaluacién de los niveles de AST.

3.7.2 Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea
americana sobre la linea celular de hepatoma Huh7, evaluacion de la
viabilidad celular.

Referente a viabilidad celular, se observo que las subfracciones de acetato
de etilo y residuo acuoso a 10 y 100 ug/mL y de n-butanol a 10 ug/mL fue
superior a 90%. La subfraccion de n-hexano fue la que produjo la mayor
disminucién de la viabilidad celular en una relacion dosis dependiente

(Figura 22).
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Figura 22. Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea americana

sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la evaluacién de la viabilidad celular.

3.7.3 Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea
americana sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la produccion de
malondialdehido.

Referente a la produccion de MDA por la célula se observd que a la
concentracion de 10 pg/mL los extractos evaluados fueron similares al
control sin tratamiento, excepto para n-hexano que fue similar al control de
silibinina. A concentracion de 100 ug/mL los extractos fueron similares al
control silibinina, excepto para n-hexano. A 1000 pg/mL todos fueron

superiores al control sin tratamiento y silibinina (P< 0.001) (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea americana

sobre lalinea celular de hepatoma Huh7 en la produccién de malondialdehido.

3.7.4 Efecto hepatoprotector de las subfracciones del extracto de flor
de Centaurea americana sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en los
niveles de AST.

Se observo a través de la liberacion de AST (UI/L) que la subfraccion de
acetato de etilo mostré una actividad hepatoprotectora a concentracion de
100 y 1000 pg/mL. Las concentraciones evaluadas de los extractos de n-
hexano y residuo acuoso no mostraron efecto hepatoprotector. El extracto n-

butanol mostré hepatoproteccion a dosis de 10y 100 ug/mL (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de las subfracciones del extracto de flor de Centaurea americana
después de la exposicién a CCls 40mM por 2 horas sobre la linea celular de hepatoma

Huh7 en los niveles de AST.

3.7.5 Efecto hepatoprotector de las subfracciones de flor de Centaurea
americana sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la produccién de

malondialdehido.

El tratamiento de las células con las subfracciones de acetato de etilo (100 y
1000 pg/mL) y n-hexano (10 pug/mL) previnieron la lipoperoxidacion, cuando

estas células se expusieron a CCls (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de las subfracciones de flor de Centaurea americana después de la
exposicién a CCls 40 mM por 2 horas sobre la linea celular de hepatoma Huh7 en la

produccion de malondialdehido.
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Discusién

En el presente trabajo se eligieron plantas del noreste del pais ya que los
estudios de plantas con actividad antioxidante reportados en la literatura son
referidos a plantas del centro y sur, y hasta la fecha solo se ha reportado el
efecto hepatoprotector de un extracto de cinco plantas de la region occidente
de nuestro pais (Miranda et.al., 2005).

La seleccién de las plantas se llevd a cabo bajo criterios etnofarmacolégicos
y quimiotaxonémicos con la ayuda del Biélogo Humberto Sanchez quien
orientd sobre la localizacién y la relacibn taxonémica con otras plantas
reportadas con actividad antioxidante. Las plantas seleccionadas bajo estos
criterios fueron Centaurea americana, Juglans mollis, Krameria ramosissima

y Turnera diffusa.

Se ha reportado por diversos autores el uso de etanol como sistema
extractante para demostrar la capacidad hepatoprotectora de extractos de
plantas. En este trabajo se utiliz6 una mezcla de etanol-agua como sistema
de extraccién, ya que con este se logr6 obtener un rango mas amplio de
polaridades de los compuestos a extraer (Orozco, 2004). El porcentaje de
recuperacion mas alto y bajo que se obtuvo utilizando este solvente fue para
a la flor-tallo y raiz de Turnera diffusa (damiana) de 9.58 y 1.43

respectivamente.

Estudios fitoquimicos previos han atribuido la actividad hepatoprotectora de
diversas plantas a su capacidad antioxidante (Sureshkumar et al., 2006;
Sadasivan et al., 2006; Sultana et al., 1995; Shanmugasundaram et al.,
2006; Ying-Shan et al., 2005; Germano et al., 2005; Ljubuncic et al., 2006;

Manna et al., 2006; Han et al., 2006; Shyamal et al., 2006; Jamshidzaeh et
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al., 2005; Lee et al., 2005). En el presente trabajo se demostrd el efecto
antioxidante y hepatoprotector de las cuatro plantas seleccionadas a través
del dafio inducido por CCls en un modelo de toxicidad in vitro sobre la linea
celular de hepatoma Huh7. La evaluacién de la capacidad antioxidante
puede realizarse a través de métodos quimicos y biolégicos. Entre los
métodos quimicos el secuestro de radicales libres con DPPH es uno de los
mas utilizados (Russo et al., 2005, Garnica et. al., 2006; Ljubuncic et al.,
2006). Las cuatro plantas evaluadas Centaurea americana, Turnera diffusa,
Krameria ramosissima y Juglans mollis demostraron tener una capacidad
antioxidante a través del analisis de reduccion de DPPH oscilando ésta entre
un 53 hasta un 82%. Por otro lado, se evaluo la capacidad antioxidante a
través de dos métodos biologicos (MDA y glutatiéon). En el primero la
peroxidacion lipidica inducida por el estrés oxidativo fue determinada por la
cuantificacion de las especies reactivas del &acido tiobarbitarico,
expresandose este resultado como equivalentes de MDA (Ljubuncic et. al.,
2006). La valoracion de la actividad antioxidante a través de los equivalentes
de MDA se desarroll6 en dos etapas. La primera etapa se contemplé por la
exposicion a los extractos sobre la linea celular Huh7 y la segunda etapa por
la exposicion posterior al extracto del CCls sobre la linea celular.

Como se pudo observar en la primer etapa del estudio, la concentracién de
MDA en la mayoria de los extractos analizados a una dosis de 10 pg/mL no
presentaron diferencia estadistica vs el control negativo, ademas de estar
sus valores de MDA muy por debajo del control positivo de silibinina.

Estos hallazgos sugieren que la mayoria de los extractos no inducen dafio,

con excepcion de Turnera diffusa y corteza de Juglans mollis. Se observé
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también que la concentracion de MDA en el resto de los extractos a las dosis
de 100 y 1000 pug/mL fue dosis dependiente y en la mayoria de los extractos
a concentracion de 1000 pg/mL se demostré mas liberacion de MDA. Estos
resultados correlacionaron con la liberacion de AST y viabilidad indicando
dafo de los extractos sobre la linea celular Huh?7.

Por otro lado, se evalud la actividad hepatoprotectora utilizando MDA, las
células incubadas con los extractos fueron retadas con CCls. La
concentracion de MDA con la mayoria de los extractos evaluados se observé
como una disminucion con respecto al control de toxicidad con CCls con
excepcion de la hoja de Juglans mollis. Estos hallazgos sugieren una
capacidad antioxidante de los extractos evaluados de manera dosis
dependiente. Cabe resaltar que las hojas de Juglas mollis no mostraron
actividad antioxidante a la concentracion de 10 pug/mL, superando los valores
de MDA del control de toxicidad con CCls. Es notorio también que la flor de
Centaurea americana y la fruto de Juglans mollis a las dosis de 10 y 100
png/mL mostraron una capacidad antioxidante muy semejante al control de

silibinina.

Se ha descrito una disminucion de los niveles de glutation en aquellos
extractos que inducen un incremento de la peroxidaciéon de lipidos, por lo
que esto sirve para medir indirectamente la capacidad antioxidante
(Ljubuncic et al., 2006). En este estudio se observé que el extracto de la flor
de Centaurea americana a todas las dosis analizadas, asi como los
extractos de Turnera diffusa, fruto y hoja de Juglans mollis a las
concentraciones de 10 pg/mL no mostraron disminucion de los niveles de

glutation, sin embargo, el resto de los extractos de las plantas analizadas a
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las diversas concentraciones disminuyeron los niveles de glutatidon
sugiriendo un incremento de la peroxidacion lipidica en la linea celular Huh?.
Por otro lado, se observo que al retar la linea celular con CClslos niveles de
glutation disminuyeron en presencia de los extractos y a todas las dosis
evaluadas aun mas que el control positivo de toxicidad, sin embargo la

silibinina no indujo reduccién de glutation en este mismo ensayo.

Si bien se ha reportado que diversos extractos de plantas pueden tener un
efecto hepatotdxico (Stickel et al., 2005), los extractos hidroalcohdlicos de
las cuatro plantas mostraron tener un efecto toxico sobre la linea celular
Huh7 solo a la dosis de 1000 pg/mL, con excepcion del extracto de
Centaurea americana que no mostré toxicidad a las dosis analizadas
(10,100,1000 pg/mL). Estos resultados permitieron establecer el efecto
hepatoprotector a las dosis de los extractos que no fueron téxicos para la
linea celular Huh7, corroborandose este efecto con el ensayo de viabilidad a
través de la prueba de MTT; en este caso se observO una correlacion
inversa entre la liberacion de AST con el % de viabilidad, es decir, aquellos
extractos que no mostraran toxicidad (de acuerdo a la poca liberacion de la

enzima AST) produjeron porcentajes de viabilidad superiores al 80%.

El estudio de la actividad hepatoprotectora de extractos de plantas
principalmente se ha realizado a través de modelos in vivo, utilizando el
dafio hepatotdxico en ratas inducido por diversos agentes tales como CCla,
acetoaminofén y n-acetilgalactosamina (Shyamal et al., 2006).
Recientemente se han empleado los modelos in vitro para evaluar la

actividad hepatoprotectora de diversos compuestos o extractos de plantas
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(Tchounwou et al., 2001; Russo et al., 2005; Garnica et al., 2006). En el
presente trabajo se reporta por primera vez la utilizacion de un modelo in
vitro de dafio por CCls sobre la linea celular de hepatoma Huh7. Se
establecieron las condiciones para evaluar la actividad toxica vy
hepatoprotectora de los extractos de las plantas analizadas (dosis de 40 mM

de CCls por 2 horas).

Como se ha descrito, el CCls es biotransformado por la citocromo P-450 en
el reticulo endoplasmico del higado al radical libre triclorometilo, que es
altamente reactivo. Este radical libre reacciona con el oxigeno para formar el
radical triclorometilperoxilo, el cual ataca los lipidos de la membrana del
reticulo endoplasmico mas rapido que el radical libre triclorometilo. El radical
triclorometilperoxilo causa una serie de cambios celulares entre los cuales
se encuentra la elevacion de enzimas y finalmente resulta en muerte celular
(Clawson, 1989). Se establecié que de las dos enzimas hepaticas evaluadas
, Solamente la AST permitié observar claramente la induccion de dafio dosis-
dependiente del CCls sobre las células; por este motivo se utilizé solo esta
enzima en el resto del disefio experimental. Cabe mencionar que solo se
report6 la actividad hepatoprotectora de aquellos extractos que no indicaron
toxicidad previa sobre la linea celular Huh7 o aquellos extractos que
mostraron una potencial actividad antioxidante, por lo que se excluyo la

planta Krameria ramosissima.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los extractos
hidroalcohodlicos de las diversas partes de las tres plantas restantes

analizadas exhibieron un efecto hepatoprotector de una manera dosis
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dependiente, evidenciado por la disminucién de los niveles de la AST asi
como por la disminucion del MDA. En base a estos hallazgos se sugiere que
el efecto hepatoprotector en este modelo in vitro sea evaluado a traves AST
y MDA, ya que estos dos ensayos mostraron correlacion estadisticamente

positiva en la mayoria de los extractos.

De acuerdo a los resultados obtenidos tanto de toxicidad (a través de AST y
viabilidad), actividad antioxidante (a través de MDA vy glutatién) y actividad
hepatoprotectora (a través de AST) se establecidé que el extracto de la flor
de Centaurea americana fue el que mostré mayor potencial de estudio para
la siguiente fase de este trabajo. Los solventes empleados para obtener las
subfracciones fueron n-hexano, acetato de etilo, n-butanol y el residuo
acuoso. Los porcentajes de recuperacion en cada uno de ellos fueron 10.25,

11.36, 9.64 y 7.89 respectivamente.

Al evaluar la toxicidad de las subfracciones se determind que la mayoria de
éstas no fueron toxicas a las dosis de 10 y 100 pg/mL a excepcion de la de
n-hexano, la cual mostré toxicidad a las dosis de 100 y 1000 pg/mL. Cabe
resaltar que todas las subfracciones a dosis de 1000 pg/mL mostraron un
efecto toxico por la liberacion de AST, correlacionado esto con el porcentaje

de viabilidad.

Por otro lado, al evaluar la capacidad antioxidante a través del MDA se
observd una respuesta dosis dependiente. La mayoria de las subfracciones
mostraron una baja liberacion de MDA a excepcion de n-hexano a dosis de

10 pg/mL. Sin embargo, a dosis de 100 pg/mL mostraron niveles de MDA
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mas bajos que la silibinina sugiriendo su potencial accion antioxidante a las

dosis de 10y 100 pg/mL.

Con respecto a la actividad hepatoprotectora de las subfracciones
seleccionadas evaluadas a través de la liberacion de AST se determino que
la subfraccion de acetato de etilo a dosis de 1000 pug/mL mostré tener un
efecto hepatoprotector semejante a la silibinina. Esta subfraccion a dosis de
100 pg/mL presentd una disminucion de la liberacion de AST con respecto
al control de toxicidad con CCl4, sin embargo fue mayor que la producida por
la silibinina. Se sugiere que esta subfraccion es la que contiene la mayoria

de los compuestos con potencial efecto hepatoprotector.

Al evaluar la actividad antioxidante de las subfracciones a través del MDA en
la linea celular retada con CCls, se determind que todas las subfracciones de
acetato de etilo a 100 y 1000 pg/mL mostraron un fuerte potencial
antioxidante al compararse contra el control de toxicidad, mostrando
ademas valores muy cercanos de liberacion de MDA que la silibinina. Estos
hallazgos sugieren que esta subfraccion tiene un fuerte potencial

antioxidante.

Con los resultados del presente trabajo se establecié que la subfraccion de
acetato de etilo de la flor de Centaurea americana es la de mayor potencial
para realizar el aislamiento biodirigido de compuestos con actividad

hepatoprotectora.

La Centaurea americana pertenece a la familia Asteraceae a la cual

pertenece el Silypbum marianum. De esta Ultima planta se han aislado
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diversos compuestos con actividad hepatoprotectora (Ball et al., 2005; Lieber
et al., 2003) y hasta la fecha es uno de los productos herbarios mas

empleados para el tratamiento de las enfermedades hepaticas.

Se ha descrito el aislamiento de sesquiterpenolactonas,
dibencilbutirolactonas, lignanos y fitoecdiesteroides de Centaurea
americana atribuyéndoles a estos su actividad antioxidante
(Karamenderes et al.,, 2006; Glven et al., 2005; Arif et al., 2004,
Kumarasamy et al.,, 2003; Panagouleas et al., 2003; Garbacki et.al.,
1999; Heinrich et al., 1998). Como se demostr6 la Centaurea americana

fue la planta que presenté mayor capacidad hepatoprotectora por lo que se

sugiere que esta actividad pudiera deberse a su capacidad antioxidante.
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CAPITULO V

Conclusiones
Todas las plantas presentaron actividad antioxidante por DPPH,
variando de acuerdo a la parte de la planta utilizada.
Se establecio por primera vez el uso de un modelo in vitro de dafio
por CCls sobre la linea celular de hepatoma humano Huh7 para la
evaluacion de la actividad hepatoprotectora de extractos de plantas.
El extracto hidroalcohdlico de flor de Centaurea americana fue el
anico que no mostré efecto toxico sobre la linea celular Huh7 a las
dosis de estudio a través de los ensayos realizados.
El extracto hidroalcohdlico de flor de Centaurea americana mostro
actividad hepatoprotectora a las concentraciones evaluadas.
La subfraccion de acetato de etilo de la flor de Centaurea americana
no mostr6 efecto téxico sobre Huh7 y presentd actividad
hepatoprotectora a las dosis de 100 y 1000 ug/mL.
La actividad hepatoprotectora puede ser debida a presencia de

moléculas antioxidantes en el extracto.
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CAPITULO VI

Perspectivas
Purificacion y aislamiento biodirigido de los compuestos de interés de
Centaurea americana.
Evaluar la actividad hepatoprotectora del o los compuestos activos en

un modelo in vitro e in vivo.

82



CAPITULO VII
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